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Chez la plupart des eucaryotes, les télomères sont constitués de
séquences répétitives d'acide déoxyribonucléique (ADN) formant des
complexes avec une multitude de protéines. La capacité des séquences
télomériques et sous-télomériques à s'associer de façon transitoire et constitutive
à diverses protéines confère aux extrémités chromosomiques une structure
particulière appelée télosome. Certains complexes présents au télosome sont
capables de contrebalancer l'érosion de l'ADN télomérique inhérente aux
limitations des ADN polymérases conventionnelles. La télomérase, un des
complexes retrouvés au télosome, est une ribonucléoprotéine (RNP) qui utilise un
mécanisme de transcription inverse afin de répliquer la toute fin des
chromosomes. La composante acide ribonucléique (ARN) de la télomérase est
essentielle pour l'assemblage et l'activité catalytique de la RNP. Dans certains
types cellulaires et selon l'état physiologique de la cellule, d'autres mécanismes
indépendants de la télomérase sont mis à contributions pour compenser
efficacement la perte de séquences télomériques. La dysfonction de tous ces
mécanismes de maintien de l'homéostasie de la longueur des télomères se
manifeste chez l'humain par des situations pathologiques. Dans notre laboratoire,
la levure Saccharomyces cerevisiae est utilisée comme organisme modèle pour
comprendre la structure et la fonction des télomères. La levure est un organisme
de choix pour les analyses génétiques et plusieurs aspects de la biologie des
télomères sont conservés entre la levure et les humains. Nous avons
X
avantageusement utilisé S. cerevisiae pour l'étude de divers mécanismes de
stabilisation des télomères.
Dans une première étude, nous avons voulu confirmer des résultats
préliminaires relatifs à un rôle éventuel de la protéine Cdc13p dans l'initiation de la
réplication à partir des télomères. Nous avons utilisé une souche de levure dont le
gène CDC13 comporte une mutation qui empêche la protéine de recruter la
télomérase aux télomères. Nous avons comparé les profils de réplication en gel à
deux dimensions (gel 2D) d'un chromosome artificiel introduit dans une souche
sauvage et une souche mutante pour Cdc13p. Les intermédiaires caractéristiques
d'une réplication initiée par l'extrémité d'un fragment d'ADN ne sont pas
détectables. L'abolition de la fonction de recrutement de Cdc13p n'induit pas de
façon notable une réplication aberrante par les extrémités télomériques.
L'éventualité de mécanismes additionnels de maintien des télomères en
absence de télomérase et de recombinaison homologue a par la suite été
investiguée. Notre approche consistait à altérer le dosage de certains facteurs
cellulaires en surexprimant des gènes de levure dans des souches dépourvues
des deux mécanismes de maintien des téiomères connus à ce jour. Nous avons
ainsi isoié six gènes, incluant NET1, dont la surexpression aboli la phase de
sénescence caractéristique de l'absence de mécanismes de maintien des
télomères. Bien que les mécanismes à la base de cette survie accrue ne soient
pas encore compris, la recombinaison homologue semble jouer un rôle essentiel
dans leur déclenchement.
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Nous avons également abordé l'étude de la structure secondaire de l'ARN
de la télomérase chez S. cerevisiae. La structure secondaire de l'ARN de la
télomérase des ciliés et des vertébrés a été déterminée au cours d'études
indépendantes grâce à l'analyse phylogénétique et a révélé des éléments
structuraux indispensables à l'assemblage et à la fonction de la télomérase. Chez
la levure S. cerevisiae, bien que quelques éléments de l'ARN de la télomérase
(TLC1) aient été caractérisés génétiquement, la structure d'ensemble restait à
déterminer. L'approche phylogénétique n'avait pas encore été utilisée chez S.
cerevisiae, d'une part à cause du nombre limité de séquences homologues
disponibles, mais aussi du fait de la taille relativement importante de l'ARN de la
télomérase chez cet organisme. Nous avons cloné tous les homologues de TLC1
dans le groupe des Saccharomyces « Sensu stricto » et déduit un modèle de
structure secondaire grâce à l'analyse phylogénétique. La structure secondaire
conservée révèle de nouveaux éléments qui constituent des sites potentiels
d'association de facteurs impliqués dans la biogénèse et la fonction de la
télomérase. La structure proposée offre une vue globale qui permettra d'initier des
études subséquentes en vue d'associer les déterminants structuraux de l'ARN à la
fonction de la télomérase.
INTRODUCTION
1. Les télomères
Les chromosomes eucaryotes sont des structures nucléaires constituées
d'une longue molécule d'ADN linéaire qui, par interactions avec des protéines
histones et non-histones, s'organisent en nucléosomes dont la compaction est
maximale durant la métaphase (Adkins et al., 2004). La présence de nucléosomes
n'est toutefois pas généralisée à tout le chromosome. Certaines régions de l'ADN
comportent en effet des séquences spécifiques capables de recruter une multitude
de protéines pour constituer des complexes non-nucléosomaux. De telles régions
se retrouvent notamment aux téloméres, les extrémités physiques des
chromosomes (Dandjinou et al., 1999).
Le concept de télomére (xe^iofiep: étymologiquement du grec telos,
extrémité et meros, partie) a pris naissance à la fin des années 1930 suite aux
travaux indépendants de Hermann J. Muller et Barbara McClintock. Sur la base
d'études cytologiques et génétiques, ces chercheurs ont démontré que les
extrémités naturelles des chromosomes linéaires eucaryotes constituent une entité
fonctionnelle indépendante jouant un rôle crucial dans le maintien de l'intégrité
physique du chromosome (Muller, 1938; McClintock, 1941). L'avènement de la
biologie moléculaire a permis d'établir que chez la plupart des eucaryotes, les
téloméres sont constitués de séquences spécifiques d'ADN organisés autour
d'une variété de protéines.
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2. L'ADN aux extrémités des chromosomes
2.1. L'ADN des télomères. L'ADN des télomères est constitué de
séquences répétitives simpies caractérisées par la présence de nombreux résidus
guanosine sur ie brin d'ADN aiiant de 5' à 3' vers l'extrémité du chromosome, ie
brin G-riche (Tableau 1). Chez les vertébrés et chez Tetrahymena ces répétitions
sont régulières (respectivement TTAGGG et TTGGGG), alors que chez la levure
S. cerevisiae elles sont irrégulières ((TG)i.6TG2-3), notamment à cause de ieur
mode d'incorporation (voir section 6.1). Drosophila melanogaster, ies insectes
diptères Chironomous et Anopheles gambiae, de même que certaines piantes ne
possèdent pas ies répétitions téiomériques typiques (voir section 7). La longueur
des séquences répétitives est très variable d'une espèce à l'autre, atteignant
plusieurs milliers de paires des bases (pb) chez ies vertébrés, tandis que chez ia
ievure S. cerevisiae eiie est de 300±75 pb (Shampay et Biackburn, 1988) et
d'environs 20 pb seuiement chez ie ciiié Oxytricha (KIobutcher et ai., 1981). Par
contre, au sein d'une même espèce, i'homéostasie de ia longueur des répétitions
téiomériques est étroitement réguiée grâce à des mécanismes dédiés (voir
sections 6 et 7). Chez ia piupart des organismes, ie brin G-riche fait saiiiie à
i'extrémité 3' sous forme d'un ADN simpie brin. La longueur de cette extension
varie selon les espèces. Chez Homo sapiens, la taille précise du brin G-riche
demeure controversée, mais ia piupart des études convergent pour lui assigner
une longueur moyenne de 100-200 bases (Wright et ai., 1997), ce qui est
beaucoup pius important que les 12-14 bases observées chez S. cerevisiae en



























Tableau 1. Comparaison de la séquence de la région matrice et des répétitions télomériques correspondantes chez six
différentes télomérases. 1. (Blackbum and Gall 1978; Creider and Biackbum 1989) {Moyzis et al. 1988) (Feng et ai. 1995) (Kipling and Cooke 1990) (Starlmg et al. 1990) (Blasco et al 1995)





montrent que 4 résidus guanosine provenant d'une ou plusieurs molécules d'ADN
peuvent, par appariements non-Watson-Crick de type Hoogsteen, former une
structure planaire appelée G-quartet, dont l'empilement engendre des
conformations Inhabituelles de l'ADN (voir synthèse dans Wellinger et Sen, 1997;
Neldle et Parkinson, 2003). Bien que l'Importance biologique des G-quartets reste
à déterminer, plusieurs études suggèrent qu'ils peuvent se former in-vivo, aussi
bien au sein des répétitions télomériques (Schaffitzel et al., 2001) que dans des
séquences non-télomérlques (Slddlqul-Jaln et al., 2002).
2.2. Les séquences sous-télomériques. En amont des répétitions
télomériques, on retrouve fréquemment des séquences d'ADN moyennement
répétitives appelées séquences sous-télomérlques ou séquences associées aux
télomères (Telomere Assoclated Sequences: TAS). Bien que plusieurs classes de
TAS aient été mises en évidence dans les chromosomes humains (Henderson,
1995), c'est chez la levure S. cerevisiae que leur étude a été le plus approfondie
(Figure 1). On retrouve chez cet organisme essentiellement deux catégories de
TAS appelées X et Y' (Chan et Tye, 1983). Les séquences Y' sont hautement
conservées et contiennent deux ORFs (Open Reading Frames) chevauchants. On
distingue deux classes de séquences Y' dont la longueur est de 6.7 (Y' long) ou
5.2 (Y' court) kilo paires de bases (kpb). Lorsqu'elles sont présentes au télomère,
les séquences Y' jouxtent les séquences télomériques et forment des éléments
comportant jusqu'à 4 répétitions. Les séquences X, moins conservées, se
retrouvent à tous les télomères en un noyau d'au moins 5 répétitions contenant
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Séquences sous-télomériques Duplex téiomérique Extension
Figure 1. Représentation schématique de la structure des télomères chez S. cerevisiae Les
extrémités chromosomiques de S. cerevisiae sont un composite de séquences répétitives. Une
extrémité typique est réprésentée et n'est pas à l'écheiie. Le brin G-riche (vert) fait saillie au-delà du
brin C-riche (rouge). En amont des séquences télomériques (zig-zag), se retrouvent les éléments Y'
(cercles pleins) et X (carrés). Ces séquences associées contienent des ARS (cercles vides). Les
séquences Y' contiennent un site de restriction pour l'endonucléase Xho I permettant de libérer un
fragment terminal de restriction (TRF), utilisé pour évaluer la taille des télomères. Dans une souche
de type sauvage le TRF est d'environ 1.3 kb. Voir le texte pour une description plus détaillée.
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répétitions, la longueur du noyau X peut varier de 0.3 à 3.7 kpb. Entre les
répétitions Y' ainsi qu'à la jonction du noyau X et des éléments Y' se trouvent
parfois des versions dégénérées de séquences téiomériques de vertébrés
TTAGGG qui servent de site de liaison à Tbp1p. Le noyau X et les éléments Y'
contiennent une ARS (Autonomous Repiicating Sequence) capable de s'associer
avec i'ORC (Origin Récognition Complex) et peuvent donc servir d'origine de
répiication (Pryde et Louis, 1997). La signification structurale et fonctionnelle des
séquences X et Y' reste nébuleuse, mais leur présence indique que la
recombinaison s'est produite aux téiomères (Louis et Haber, 1990; Louis et ai.,
1994).
3. Les protéines téiomériques
3.1. Formation du télosome. La propension des séquences téiomériques et
sous-télomériques à s'associer de façon transitoire ou constitutive à une variété de
protéines confère aux extrémités chromosomiques une structure particulière
observée chez plusieurs organismes dont Tetrahymena thermophila, Oxytricha
nova, S. cerevisiae et les mammifères (Biackburn et Chiou, 1981; Gottschiing et
Cech, 1984; Budarf et Biackburn, 1986; Wright et ai., 1992; Tommerup et al.,
1994). Du fait de sa nature non-nuciéosomale, ce complexe nucléoprotéique a été
appelé télosome (Wright et al., 1992).
Chez les cellules humaines, la formation et la stabilité du télosome reposent
en grande partie sur l'association directe et exclusive de TRF1 et TRF2 (TTAGGG
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Repeat-binding Factor 1 et 2) au niveau du duplex télomérique et de P0T1
(Protection Of Telomeres) sur l'extension G-riche.
TRF1 a été initialement identifiée à partir de cellules de type HeLa grâce à
sa capacité à former exclusivement un complexe avec les séquences répétées en
tandem TTAGGG du duplex (Zhong et al., 1992). TRF2 a été découverte sur la
base de son homologie avec Tbflp, une protéine associée aux séquences
TTAGGG de la levure (Bllaud et al., 1996; voir section 2.2.). Des études
d'immunolocalisation ont par la suite confirmé que TRF1 et TRF2 sont associées
au duplex télomérique (Chong et al., 1995; Bilaud et al., 1997; Broccoli et al.,
1997). En plus de leur habileté à se lier spécifiquement au duplex télomérique tout
au long du cycle cellulaire, ces deux paralogues présentent d'importantes
homologies structurales. Ils contiennent une région centrale d'homodimérisation
(Blanchi, A. et al., 1997; 1999) et une région C-terminale similaire au domaine de
liaison à l'ADN des proto-oncogènes Myb, appelé télobox (Ancelin et al., 1998).
TRF1 et TRF2 n'hétérodimérisent pas mais leur homodimérisation est nécessaire
à la formation d'un complexe stable avec le duplex d'ADN (Blanchi et al., 1999).
Malgré leurs similitudes structurales, TRF1 et TRF2 se distinguent par un domaine
N-terminal, respectivement acide et basique. La technique du double-hybride,
utilisée conjointement avec diverses méthodes biochimiques de purification a
permis d'identifier plusieurs facteurs associés à TRF1 ou à TRF2.
TRF1 et ses protéines associées (TANK1/2-PINX-TIN2-KU70/80; Tableau
2) sont directement impliquées dans la régulation négative de la longueur des
télomères. En ce sens, TRF1 serait l'homologue fonctionnel de Rapip. Lorsque
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(S) duplex (F) site de liaison; réguiateur négatif de la longueur des télomères; promotion du t-loop (A) s'associe à la
kinase mitotique NIMA; modulation de la polymérisation des microtubuies
(S) TRF1 (F) réguiateur négatif de la longueur des télomères
(S) PINX1 et hTERT (F) régulateur négatif de la longueur des télomères en Inhibant hTERT(A) répresseur
transcriptionei (C) exprimée dans une courte fenêtre au début de la phase S
(S) TRF1 (F) réguiateur positif de ia longueur des télomères en inhibant TRF1 par ADP-ribosylation; résoiution des
chromatides soeurs aux télomères; (A) activité PARP
(S) duplex (F) site de liaison; protection des télomères contre les fusions bout à bout
(S) TRF2 (F) régulateur négatif de ia longueur des télomères (C) orthologue de Rapi p
(S) TRF2 (F) promotion du T-loop
(S) TRF2 (F) démentellement du D-loop (A) Activités héiicase et 3'-5' endonucléase
(S) TRF2 (F) dégrade i'extension 3' des téiomères dysfonctionneis (A) endonucléase dirigée vers ies stmcture d'ADN
dans ie BIR; physiquement associée à hRAD52
(S) TRF1, TRF2, PTOP(PIPI) (F) réguiateur négatif de la longueur des télomères; protection contre la réponse aux
dommages; promotion du T-ioop/D-loop; modulateur de l'activité PARP de tankyrasel
(S) simple brin et PTOP(PIPI) (F) réguiateur négatif (controversé) de la longueur des télomères; promotion du D-ioop
(S) P0T1 et TIN2 (F) recmtement de P0T1 au compiexe TRF1; contrôle la longueur des téiomères
(S) simpie brin et hJR in vitro (F) régulateur positif de ia longueur des téiomères (A) épissage
(S) TRF1 et duplex en phase S? (F) protection des télomères (A) réparation des DSBs par NHEJ
(S) hTERT (F) réduit la longueur et la protection des téiomères (C) homoiogues de Estlp
(S) duplex (F) complexe protéique; comptage des télomères; régulateur négatif de la longueur des télomères;
promotion du TPE (A) répresseur et activateur de la transcription
(S) Rapt p (F) promotion du repliement du télosome; régulateur négatif de ia longueur des télomères; RIfl p
antagonise Ku70/Sir4p
(S) Rap1p (F) promotion du repliement du téiosome (A) extinction molécuiaire; activité histone déacétyiase de Sir2p;
réparation ADN par NHEJ
(S) simple brin et Sir4p (F) protection des télomères; promotion du repliement du téiosome; réguiateur positif de ia
longueur des télomères (A) réparation des DSBs par NHEJ
(S) simple brin (F) site de liaison; protection des télomères; réguiateur positif et négatif de ia iongueur des télomères;
coordination de la réplication des télomères par recmtement différentiel de la télomérase via Estlp et de la primase
(S) Cdc13p et Ten1 p (F) protection des télomères; régulateur négatif de la longueur des télomères par antagonisation
de Esti p; promotion de la réplication du brin C-riche
























Tableau 2. Protéines associées aux téiomères chez i'humain et S. cerevisiae. (S) site de liaison; (F) fonction aux téiomères; (A) autres
fonctions; (C) commentaires. 1. (van Steensel and de Lange 1997); 2. (Griffith et al. 1998); 3. (Zhou and Lu 2001); 4. (Song et al 2004); 5. (SmIth and de Lange 2000); 6 (Kaminker et al. 2001), 7. (Dynek and Smltti
2004), 8. (van Steensel et al 1998), 9. (Li et al. 2000); 10. (O'Connor et al 2004); 11 (Ztiu et al. 2000); 12. (Opresko et al. 2004), 13. (Zhu et al. 2003), 14. (Kim et al 2004); 15 (Ye et al. 2004a); 16 (Colgin et al. 2003); 17. (Loayza
and De Lange 2003), 18. (Ye étal. 2004b): 19. (Liu et al. 2004), 20. (LaBranche et al 1998); 21. (Fiset and Chabot2001); 22. (Bailey et al. 1999), 23. (Hsu et al. 2000); 24 (Snow et al 2003); 25 (Reichenbach et al. 2003), 26. (Li and
Lustig 1996), 27. (Marcand et al 1997); 28 (Hardy et al. 1992), 29. (Wotton and Shore 1997); 30. (Telxeîra et al. 2004), 31. (Apanao et al. 1991); 32. (Moretti et al. 1994); 33. (Strahl-Bolsinger et al. 1997); 34 (Tsukamoto et al. 1997),








TRF1 est ciblée à un télomère artificiel humain, elle inhibe le rallongement des
télomères en cis (Ancelin et al., 2002). De plus, la surproduction de TRF1
provoque le raccourcissement progressif des télomères dans une lignées cellulaire
télomérase positive, alors que la surexpression d'une version de TRF1 incapable
de s'associer à l'ADN (TRFIadbd, dominant négatif) conduit à un rallongement des
télomères (van Steensel et de Lange, 1997; Smogorzewska et al., 2000). Ces
variations de la longueur des télomères se produisent même si la télomérase est
active dans les essais in-vitro, indiquant que TRF1 est un régulateur de l'accès de
la télomérase aux télomères. L'association réduite de la télomérase avec les
séquences télomériques lors d'analyses par chIP renforce la possibilté d'un rôle
régulateur de TRF1 (Smogorzewska et al., 2000).
Les phénotypes reliés à la surexpression de TRF2 sont semblables à ceux
observés avec TRF1 (Smogorzewska et al., 2000). Cependant la surproduction
d'une forme de TRF2 incapable de s'associer à l'ADN (TRF2adbd) se traduit par la
perte des extensions G-riche ainsi que par une augmentation marquée des fusions
chromosomiques. Cette instabilité n'affecte toutefois pas la longueur des
télomères (van Steensel et de Lange, 1997), suggérant que le complexe formé
autour de TRF2 (WRN-hRAP1-TIN2-ERCC1/XPF-MRN; voir tableau 2) joue un
rôle crucial dans la protection des télomères.
P0T1 a été originellement identifié chez l'humain et la levure
Schizosaccharomyces pombe par homologie avec TEBP, une protéine
télomérique retrouvée chez les ciliés tels que Oxytricha nova. Ces protéines
interagissent avec l'ADN simple brin via un repliement du site de liaison des
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oligonucléotides et oligosaccharides (OB-fold: oligonucleotide and
oligosaccharide-binding fold; Horvath et al., 1998; Baumann et Cech, 2001; Mitton-
Fry et al., 2002). Les études d'immunoprécipitation de la chromatine ont montré
que chez l'humain P0T1 Interagit avec les télomères in-vivo et que cette
association est corrélée avec la présence d'extensions simple brin. La titration de
P0T1 suite à la surproduction d'un mutant de P0T1 dépourvu de son domaine OB
(POTIob) entraîne une rapide élongation des télomères, ce qui suggère que la
présence de P0T1 est essentielle pour limiter l'accès de la télomérase. Le mutant
P0T1 OB reste localisé aux télomeres, indiquant que P0T1 peut également
s'associer aux télomères via des protéines télomériques (Loayza et de Lange,
2003). Des données récentes montrent que la localisation télomérique de P0T1
résulte d'une double interaction (Figure 2; Tableau 2) d'une part avec PT0P1
(alias PIPI), puis avec l'extension simple brin (Liu et al., 2004; Ye et al., 2004b).
L'analyse en microscopie électronique (ME) de télomères humains incubés
en présence de facteurs télomériques puis réticulés au psoralen a permis de
proposer un nouveau paradigme pour l'organisation spatiale du télosome.
Contrairement au point de vue classique, le télosome ne se termine pas de façon
linéaire mais forme plutôt par une structure en boucle de type lasso (Figure 2).
Conformément à la nomenclature décrivant les boucles d'acide nucléique
observées en ME, cette configuration du télosome a été nommée T-loop/D-loop
(Griffith et al., 1999). Bien que les mécanismes de formation du T-loop/D-loop in-
vivo ne soient pas définitivement établis, un portrait commence à émerger des






































Figure 2. Modèles des configurations adoptées par les télomères chez l'humain et la levure.
Les cellules humaines comprenent 2-30 kb de duplex télomérique et 100-200 nt d'extension simple
brin G-riche (ligne rouge) au-delà du brin C-riche (ligne verte). Cette région se termine par une
structure en boucle (T-loop) formée par insertion de l'extension G-riche dans le duplex d'ADN,
créant un brin déplacé (D-ioop). La toute fin de l'extension G-riche a été appariée au brin C-riche,
mais pourrait être simple brin. Les télomères de levure adoptent plutôt une structure repliée sur les
séquences sous-télomériques X (ligne grise) de façon à former une région hétérochromatique




évidence des fonctions téiomériques différentes (voir tabieau 2). De plus,
i'incapacité de TRF1 et TRF2 à hétérodimériser se traduit en principe par ia
présence aux téiomères de deux compiexes distincts (Figure 2; Tableau 2).
Cependant, cette dichotomie fonctionnelie n'est pas absoiue. TIN2 a récemment
émergé comme une protéine centraie pour la cohésion du télosome. TIN2 peut
s'associer à TRF1 et TRF2 de façon indépendante et simuitanée. TIN2 interagit
égaiement avec PTOP (PIPI) qui recrute à son tour P0T1 aux téiomères (Loayza
et de Lange, 2003; Ye et al., 2004b). Par ses multiples interactions, TIN2
rapproche ies trois principaies protéines associées aux téiomères (Kim et al.,
2004; Ye et al., 2004a). La réticulation induite parTIN2 permet vraisembiabiement
à TRF2 d'ériger ie T-ioop (Bianchi et ai., 1999), ce qui faciiite la stabilisation du D-
ioop par P0T1 (Smogorzewska et al., 2000; Baumann et Cech, 2001) et contribue
à iimiter i'accès à ia téiomérase. De plus, la dysfonction de TIN2 déclenche les
mécanismes de réponse aux dommages, indiquant que les complexes constitués
par TIN2 sont également importants pour ia protection des téiomères (Kim et al.,
2004).
La configuration du téiosome en T-loop/D-ioop a été observée chez d'autres
espèces de mammifères, dont la souris et le poulet, ainsi que chez Oxytricha fallax
et chez Trypanosoma brucei (Griffith et ai., 1999; Murti et Prescott, 1999; Munoz-
Jordan et al., 2001 ; Nikitina et Woodcock, 2004).
Chez la levure S. cerevisiae, une configuration du type T-ioop/D-loop a été
proposée comme intermédiaire dans le processus de délétion rapide qui survient
iorsque ies téiomères sont excessivement longs (TRD: Telomere Rapid Deletion;
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Lustig, 2003). Les limites inhérentes à la technique utilisée pour visualiser le T-
loop/D-loop empêchent l'examen direct du télosome chez la levure. Cependant, la
formation de T-loop/D-loop chez cet organisme est vraisemblablement transitoire,
dans le mesure où la petite taille des télomères (300 pb) engendrerait de petites
boucles, très Instables stériquement. Plusieurs travaux suggèrent que le télosome
chez la levure pourrait néanmoins se former par le repliement des séquences
télomériques sur les séquences sous-télomériques, de façon à ériger une structure
d'où sont exclues l'extension G-riche et les séquences Y' (Strahl-Bolsinger et al.,
1997; Pryde et Louis, 1999; de Bruin et al., 2000b; de Bruin et al., 2001; Zaman et
al., 2002; Figure 2). Les données génétiques indiquent que chez la levure
l'hétérochromatine télosomique est assemblée au sein d'un ensemble complexe
d'interactions protéiques homotypiques et hétérotypiques centrées autour des
facteurs Raplp (Repressor/activator-site binding protein 1) et Cdc13p,
respectivement associées au duplex télomérique et à l'extension simple brin
(Figure 2; Tableau 2).
Raplp est une protéine essentielle participant à une multitude de processus
cellulaires chez la levure (Shore, 1994). Raplp a été identifiée à la fois comme
répresseur et activateur de la transcription (Huet et Sentenac, 1987; Shore et
Nasmyth, 1987) et s'associe à plusieurs loci génomiques dont les loci régulant le
mating type, HML et HMR (Shore et Nasmyth, 1987; Buchman et al., 1988). Des
études d'immunofluorescence ont montré que Raplp est la constituante protéique
prédominante au télosome (Klein et al., 1992) où elle s'associe aux répétitions
télomériques (Conrad et al., 1990; Wright et Zakian, 1995) et sous-télomériques
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(Strahl-Bolsinger et al., 1997). Une série d'expériences réalisées in-vitro et in-vivo
ont montré que Raplp peut recruter directement ou indirectement une variété de
facteurs (Rifp1/2-Sir2/3/4-Yku70/80; voir Figure 2 et Tableau 2).
Contrairement aux régions télomériques, la chromatine sous-télomérique a
une organisation nucléosomale typique (Wright et al., 1992). Les queues N-
terminales des histones H3 et H4 sous-télomériques sont hypoacétylées
comparativement aux histones présentes dans le reste du génome (Braunstein et
al., 1993; Monson et al., 1997; de Bruin et al., 2000b) et recrutent les protéines
Sir2p, Sir3p et Sir4p (Hecht et al., 1996; Strahl-Bolsinger et al., 1997), ainsi que
des protéines spécifiquement associées à l'ADN du noyau X, en l'occurrence
ORC, Abflp, Tbflp etSirlp (Pryde et Louis, 1999).
CDC13 (Oeil Division Cycle) a été initialement identifié comme un gène
essentiel à la progression du cycle cellulaire (Hartwell, 1974) puis caractérisé
grâce à l'analyse d'un mutant thermosensible, cdc13-1 (Garvik et al., 1995). Chez
le mutant cdc13-1, on note une augmentation de la recombinaison dans les
régions sous-télomériques à température semi-restrictive, et une accumulation
d'ADN télomérique simple-brin à température restrictive (Garvik et al., 1995),
suggérant que Cdc13p s'associe avec l'extension simple brin télomérique. Cette
possibilité a été ensuite confirmée par la très grande affinité de Cdc13p pour
l'extension simple brin télomérique (Lin et Zakian, 1996; Nugent et al., 1996). Par
double hybride, la région N-terminale de Cdc13p interagit également avec l'ADN
polymérase a |)ola), et Estlp une sous-unité de la télomérase (Qi et Zakian,
2000). Cdc13p forme également un complexe avec d'autres partenaires comme
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Stnip, Tenlp (Grandin et al., 1997; Grandin et al., 2001b). L'association de Stmlp
à Cdc13p demeure controversée (Hayashi et Reddel, 2002; Van Dyke et al.,
2004).
3.2. Le télosome et le TPE. La répression des événements génétiques à
proximité des régions hétérochromatiques a été initialement mise en évidence
chez la mouche à fruit Drosophila melanogaster, et appelée effet de proximité
variable (PEV: position effect variegation; synthèse dans Weiler et Wakimoto,
1995). Des phénomènes similaires ont été observés à divers loci du génome de la
levure S. cerevisiae, notamment au voisinage des télomères où l'on parle alors
d'effet de proximité aux télomères (TPE: Telomere Position Effect; Gottschling et
al., 1990). Le TPE pourrait jouer un rôle dans la régulation d'une minorité de gènes
(Vega-Palas et al., 1997; Wyrick et al., 1999; Vega-Palas et al., 2000). L'ancrage
périnucléaire du télosome (voir section 3.4), en maintenant une forte concentration
des protéines structurales du télosome, pourrait contribuer à l'établissement du
TPE ou simplement en être une conséquence (Taddei et Gasser, 2004). Le TPE
est donc une manifestation de la structure particulière du télosome, et la mesure
de l'atténuation transcriptionnelle au voisinage des télomères fournit une indication
de l'intégrité du télosome. Les phénomènes apparentés au TPE s'observent
également dans les régions sous-télomériques des chromosomes chez les
parasites protozoaires Trypanosoma brucei et Plasmodium falciparum (Rudenko
et al., 1998; Scherfet al., 1998).
3.3. Le télosome et la réparation. Les données accumulées contribuent à un
modèle selon lequel le télosome constitue un réservoir pour la mobilisation rapide
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des protéines du complexe Sir et Yku vers les sites de dommage d'ADN (Haber,
1999). La relocalisation programmée des protéines Sir des télomères vers le
nucléole semble également contribuer à la protection de l'ADN ribosomal ainsi
qu'au phénomène de vieillissement des levures (Kaeberlein et al., 1999;
TIssenbaum et Guarente, 2001).
3.4. Le télosome et l'organisation de l'architecture nucléaire. Chez la levure
S. cerevisiae, les 32 télomères s'agrègent à la périphérie du noyau par groupes de
8 à 10, formant des sous-compartiments télosomaux (Gotta et Gasser, 1996;
Gotta et al., 1997; Laroche et al., 1998) qui rappellent l'orientation dite de « RabI »
(RabI, 1885). Cette localisation périnucléaire du télosome dépend du complexe
Yku70A'ku80, des protéines Sir, mais aussi de Mlplp et Mlp2p, des nucléoporines
associées aux pores nucléaires (Galy et al., 2000).
4. Les télomères ne sont pas des cassures double brin mais...
Les cassures double brin (Double Strand Brake: DSB) au sein de l'ADN
sont des lésions génomiques générées au cours de processus biologiques ou
suite aux effets d'agents exogènes. À titre d'exemple, les contraintes mécaniques
imposées au chromosome lors du mouvement de la fourche de réplication, de
même que l'action des radiations ionisantes, des mutagènes chimiques, des
rayons ultraviolets ou l'intégration rétrovirale sont susceptibles de causer des
DSBs. Ces dommages de l'ADN sont détectés par les systèmes de surveillance
cellulaires (checkpoint) qui commandent alors un arrêt du cycle cellulaire afin
d'effectuer les réparations qui s'imposent (synthèse dans Melo et Toczyski, 2002).
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Si elles ne sont pas résolues, ces lésions peuvent être létales pour la cellule. Les
deux voles de réparation des DSBs chez les eucaryotes sont le raboutage non-
homologue (Non-Homologous End-Jolning: NHEJ) et la recombinaison homologue
(RH): synthèse dans Pâques et Haber, 1999).
Le NHEJ répare des extrémités d'ADN adjacentes ayant peu ou pas
d'homologle de séquence, alors que la RH est plus précise et nécessite une
matrice Intacte d'une séquence homologue, soit sur un chromosome homologue
ou sur une chromatide sœur. Chez la levure S. cerevisiae, les gènes participant à
la RH englobent les produits du groupe épistatique de RAD52 {RAD50, RAD51,
RAD52, RAD54, RAD55, RAD57, RAD59, RDH54/TID1, MRE11, etXRS2) et ceux
du NHEJ Impliquent les fonctions d'au moins une dizaine de gènes. Incluant
YKU70, YKU80, DNL4, LIF1, SIR2, SIR3, SIR4, RAD50, MRE11, etXRS2. Ces
gènes sont conservés de la levure aux vertébrés (Sung et al., 2000; Lewis et
Resnick, 2000), mais les attributions de ces deux voles de réparation des DSB
diffèrent radicalement entre les deux groupes d'organismes (LIang et al., 1998;
Raques et Haber, 1999). L'ADN télomérique dépourvu de toute protection pourrait,
du fait de sa position terminale, être reconnu comme une DSB, avec des
Incidences graves pour la cellule. Cependant, les conséquences moléculaires de
la dysfonction du télomère varient selon les organismes.
Chez S. cerevisiae, les télomères déprotégés présentent des extrémités
franches ou des extensions 3' suite à dégradation du brin 5' (Garvik et al., 1995;
Lydall et Welnert, 1995; Rang et al., 2003). Ces structures sont détectées par les
systèmes de surveillance des dommages à l'ADN contrôlés par le gène RAD9.
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Rad9p, qui est phosphorylée durant la progression normale du cycle cellulaire,
devient hyperphosphorylée suite à la détection d'un dommage et commande un
arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M (Weinert et Hartwell, 1990; Vialard et al.,
1998; Emili, 1998). Cependant, la plupart des cellules arrêtées suite à un
dommage peuvent à nouveau rentrer en mitose après avoir fusionné les télomères
déprotégés par la voie du NHEJ. Contrairement à son rôle dans la réparation des
DSBs, le NHEJ favorise le raboutage des télomères et conduit à la formation de
chromosomes dicentriques. La répétition des événements de fusion-cassure à
chaque ronde de division entraine la perte du chromosome (Sandell et Zakian,
1993; Hackett et al., 2001). Chez S. pombe, l'absence de protection aux télomères
se traduit également par une instabilité génétique et la sénescence. Cependant
une sous-population des cellules arrive à réchapper de la sénescence lorsque les
événements délétères de fusion chromosomale arrivent à produire des
chromosomes circulaires (Nakamura et al., 1998; Naito et al., 1998). L'érection du
télosome permet donc aux cellules de distinguer l'extrémité des chromosomes
intacts de chromosomes endommagés et contribue à la stabilité génétique.
À l'instar de la levure, la dysfonction des télomères chez les mammifères
s'apparente aux dommages à l'ADN. Lorsque les télomères perdent leur
protection, les extrémités franches générées par l'érosion de l'extension G-riche
déclenchent une cascade apoptotique en phase G1, suite à l'induction de p53 et
p21 et la réduction du niveau de phosphorylation de pRb (van Steensel et al.,
1998; Smogorzewska et de Lange, 2002; Espejel et Blasco, 2002). Ces télomères
deviennent alors la cible du NHEJ, ce qui se traduit par la formation de
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chromosomes dicentriques et multicentriques ainsi que par l'aneupioïdie (Biasco et
al., 1997b: van Steensel et al., 1998; Bailey et al., 2001; Balley et al., 2004b). Ces
observations montrent bien que les facteurs associés aux séquences télomériques
contribuent à ériger une structure qui empêche d'alerter les mécanismes de
contrôle des dommages à l'ADN, possiblement en camouflant l'extension G-rIche.
Malgré les différences structurales et fonctionnelles nettes entre les
télomères et les DSBs, les données accumulées montrent que le maintien des
télomères est Influencé par des facteurs participant à la réparation des DSBs,
suggérant que dans une étroite fenêtre de la répllcatlon, les télomères pourraient
ressembler à une DSB. Chez S. cerevisiae, ces facteurs Incluent l'hétérodlmère
Yku70/Yku80, le complexe Mrel 1/Rad50/Xrs2 (également désigné MRX; voir
section 3.1) et les composantes de la vole de signalisation TEL1/MEC1 (RItchIe et
Petes, 2000).
5. Le problème réplicatif terminal
Les ADN polymérases conventionnelles ne peuvent Initier la synthèse de
novo et se servent d'une amorce exogène d'ARN simple brin pour synthétiser
l'ADN dans la direction 5' vers 3' (Figure 3). La synthèse du brin avancé utilise le
brin parental C-rIche comme matrice et se déroule, en principe, de façon continue
pour générer un fragment d'ADN avec une extrémité franche. Comme l'extrémité
5' du brin C-rIche de l'ADN parental est en retrait par rapport au brin G-rIche,
l'ADN nouvellement produit se retrouve raccourci d'une longueur correspondant à
la taille de l'extension 3' du brin parental complémentaire Initial. Le brin retardé.
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par contre, est synthétisé de façon discontinue sous forme de fragments
d'Okazaki. Suite au retrait des amorces d'ARN, les fragments d'Okazaki sont
raboutés par extension et ligation, laissant à l'extrémité 5' du brin néo-formé un
segment d'ADN non répliqué d'au moins 8 à 12 nucléotides, correspondant à la
distance entre l'extrémité 3' de l'amorce distale au centromère et l'extrémité 3' du
brin répliqué. Le raccourcissement de l'extrémité 5' du brin retardé télomérique
génère les extensions G-riche servant de substrats à la télomérase pour le
rallongement subséquent (voir section 6.3.2). En revanche, la réplication
incomplète des deux extrémités chromosomiques pose un problème potentiel à la
cellule puisque, en l'absence de mécanismes compensatoires, la récurrence du
phénomène à chaque cycle cellulaire se traduit par une réduction nette de la taille
des télomères (Watson, 1972; Olovnikov, 1973). Chez certains eucaryotes comme
la levure, la perte de séquences terminales se produit à un rythme de ~4 à 6
paires de bases par télomère à chaque division cellulaire (Lundblad et Szostak,
1989). Dans certaines lignées cellulaires humaines ou de souris, la perte de
segments qui se produit à raison de 50 à 150 paires de bases par extrémité lors
de chaque ronde de division (Niida et al., 1998; Blasco et al., 1997a; Harley et al.,
1990) est plus importante que prévu, suggérant une réplication incomplète et/ou la
présence d'activités de dégradation aux télomères (voir section 6.3.2).
Le problème réplicatif terminal, initialement énoncé sur des bases
théoriques, a pu être reconstitué avec succès in-vitro dans un système viral (Ohki
et al., 2001). La perte de séquences qui résulte du problème réplicatif constituerait
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Figure 3. Le problème réplicatif terminal. La réplication conventionnelle de l'ADN génère deux
extrémités chromosomiques asymétriques. La réplication du brin avancé (rouge) se déroule d'un
seul trait jusqu'à l'extrémité 3' du brin parental et produit une extrémité franche, qui pourrait être
transformée en extension 3' par l'action d'une hypothétique nucléase 5'->3'. Par contre, la
réplication du brin retardé (vert) se fait de façon discontinue et génère une extension 3' suite aux
effets combinés de l'absence d'activité primase à l'extrême fin et du retrait de l'amorce (flèche)
distale au centromère. S'il n'existe aucun mécanisme compensatoire, le chromosome raccourcira
(lignes en pointillé) à chaque ronde de réplication. Voir le texte pour une description plus détaillée.
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divisions des cellules somatiques humaines normales (Harley et al., 1992; Wright
et Shay 1992). Par contre, certaines lignées cellulaires humaines (cellules
germinales, embryonnaires, et la plupart des cellules cancéreuses) ont conservé
ou réactivé différents mécanismes pour résoudre le problème réplicatif terminal et
maintenir leur capacité à proliférer indéfiniment (synthèse dans Janknecht, 2004).
6. La télomérase
Plusieurs solutions ont été développées par les organismes pour
contrecarrer les effets du problème réplicatif terminal. La plus répandue est fournie
par la télomérase, une polymérase d'ADN exclusivement dédiée à la réplication
des téloméres. Cette enzyme, initialement identifiée par voie biochimique chez le
cilié Tetrahymena thermophila (Greider et Blackburn, 1985) et par la suite chez
d'autres espèces (Zahler et Prescott, 1988; Morin, 1989; Shippen-Lentz et
Blackburn, 1989), utilise un mécanisme original de synthèse de novo de l'ADN
reposant sur une sous-unité catalytique hautement conservée appelée TERT
(TEIomerase Reverse Transcriptase). L'absence d'activité télomérase suite au
traitement à la ribonucléase A suggérait qu'une molécule d'ARN endogène serve
de matrice pour ajouter des séquences télomériques. Cette hypothèse s'est par la
suite avérée grâce à l'identification de la composante ARN de la télomérase chez
Tetrahymena (Greider et Blackburn, 1987; Greider et Blackburn, 1989). Au sein de
cet ARN, appelé TR (Telomerase RNA), la présence d'un segment servant de
matrice a été également confirmée du fait de la complémentarité des séquences
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télomériques correspondantes (Greider et Blackburn, 1989; Shippen-Lentz et
Blackburn, 1990; Singer et Gottschling, 1994).
Les organismes uniceliulaires comme les ciliés et la levure expriment la
télomérase de façon constitutive et leurs télomères sont maintenus à une taille
médiane constante au cours du cycle cellulaire. Chez la levure S. cerevisiae, les
facteurs impliqués dans la voie de la télomérase ont été initialement identifiés
grâce à des approches génétiques indépendantes basées sur l'incapacité de
souches mutantes à maintenir de façon stable un chromosome artificiel, c'est-à-
dire un plasmide linéaire ayant des répétitions télomériques aux extrémités
(Lundblad et Szostak, 1989; Lendvay et al., 1996). Dans une souche de levure
dépourvue d'activité télomérase, l'ADN télomérique s'érode graduellement (~5
paires de base par génération) et ce phénomène s'accompagne d'un déclin
progressif de la population de cellules sur 60 à 70 générations appelé sénescence
réplicative. Plusieurs études indépendantes ont permis d'identifier, parfois de
façon fortuite, les gènes dont la mutation conduit à ce phénotype de mort différée.
Ces études ont ainsi contribué à la découverte de gènes de la voie de la
télomérase (Tableau 3): TLC1 (TEIomerase Component 1), EST1, EST2e\.EST3
(Ever Shorter Telomeres; Lundblad et Szostak, 1989; Lendvay et al., 1996; Singer
et Gottschling, 1994). Des expériences de co-immunoprécipitation ont confirmé
que les produits de ces gènes fonctionnent au sein d'une holoenzyme (Lin et
Zakian, 1995; Steiner et al., 1996; Lingner et al., 1997a). Des extraits préparés à
partir de souches comportant des mutations dans EST2 et TLC1 perdent l'activité
télomérase dans les essais in-vitro (Cohn et Blackburn, 1995; Counter et al., 1997;
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Lingner et al., 1997a; LIngner et al., 1997b). Par contre, les extraits provenant de
souches ayant des mutations dans EST1 et EST3 retiennent l'activité de l'enzyme.
Ces résultats ont permis de proposer que EST2 et TLC1, qui encodent
respectivement la sous-unité catalytique et l'ARN de la télomérase, constituent le
noyau catalytique de la RNP (Counter et al., 1997; Singer et Gottschling, 1994)
alors que EST1 et EST3 encodent vraisemblablement des protéines accessoires
in-vitro. L'association de Estlp et EstSp à la télomérase pourrait cependant lui
conférer des propriétés additionnelles in-vivo. Il a été montré que Estlp et Est2p
interagissent directement avec des éléments structuraux de l'ARN de TLC1
(TLC1), tandis que l'association de EstSp à TLC1 semble dépendre de la présence
préalable de Est2p sur l'ARN (Hughes et al., 2000a; Livengood et al., 2002; Zhou
et al., 2000; Seto et al., 2002; Friedman et al., 2003).
Chez les organismes pluricellulaires comme l'humain, l'expression de
l'activité télomérase n'est pas constitutive, mais étroitement régulée. Bien que
restreinte aux cellules germinales et aux cellules souches l'action de la télomérase
est faiblement détectable dans les cellules somatiques. La régulation de l'activité
télomérase résulte essentiellement de la répression transcriptionelle du gène
hTERT dans les cellules somatiques et plusieurs gènes impliqués dans la
tumorigenèse dont la voie Mad/Myc y contribuent (Ducrest et al., 2002; Janknecht
2004). In-vitro, l'activité enzymatique basale de la télomérase peut être
reconstituée dans les lysats de réticulocytes de lapin rien qu'en co-exprimant
hTERT et hTR. Cependant, la reconstitution in-vitro occulte le fait que d'autres
facteurs, déjà présents dans les lysats de réticulocytes de lapin, sont nécessaires
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CM Organismes Protéines Interactions et fonctions Références
T. thermophyla p80/p95 (S) tTR (F) affecte ia longueur des téiomères 1,2
H. sapiens TEP1 (S) hTERT et hTR (F) inconnue aux téiomères (A) stabilité des ARNs Vauit 3,4
p23/p90 (S) hTERT (F) assemblage télomérase (A) chaperone, foldasome 5
Dyskérine/NAP57 (S) hTR via H/ACA (A) hypothétique pseudourine synthase impliquée dans la maturation des snoRNPs 6,7
hGARI (S) hTR via H/ACA (A) maturation des snoRNPs 6,8
hNOPIO (S) hTR via H/ACA g
hNHP2 (S) hTR via H/ACA (A) maturation des snoRNPs 8
hnRNPC1/C2 (S) hTR (F) longueur des téiomères 10
hnRNPA1/UP1 (S) hTR et aux téiemères (F) régulateur positif de ia longueur des téiomères (A) épissage 11, 12
La (S) hTR (F) longueur des téiomères (A) transport nuciéocytopiasmique 13
hStau (S) hTR 14
122 (S) hTR (A) composante du ribosome 14
14-3-3 (S) hTERT (F) localisation nucléaire de hTERT 15
hESTIA/B (S) hTERT (F) affecte ia longueur et ia protection des téiomères (C) homologues de Estlp 16, 17
S. cerevisiae Estlp (S) TLCIet simple brin (F) promotion de l'activité télomérase, inutile in vitro 18, 19
Est3p (S) Est2p (F) inconnue, inutile in vitro 20
Ku70/Ku80 (S) TLC1 (F) accès télomérase (A) réparation des DSBs par NHEJ 21,22
Protéines Sm (S) TLC1 (F) stabilité de TLC1 (A) maturation des ARNs 23
MtrIOp (F) Maturation de TLC1 (A) transport nuciéocytopiasmique 24
Tableau 3. Protéines associées à l'activité télomérase dans différents organismes. (S) site de liaison; (F) fonction aux téiomères;
(A) autres fonctions; (C) commentaires. 1. (Miller and Coilins 2000) 2. (Gandhi and Coliins 1998) 3. (Harrington et ai. 1997a) 4.
(Beattie et al. 2000) 5. (Holt et ai. 1999) 6. (Dragon et al. 2000) 7. (Mitcheil et ai. 1999b); 8. (Pogacic et ai. 2000); 9. (Mitcheii and
Coliins 2000); 10. (Ford et al. 2000); 11. (LaBranche et al. 1998); 12. (Fiset and Chabot 2001); 13. (Ford et ai. 2001); 14.(Le et ai.
2000); 15. (Seimiya et ai. 2000); 16. (Snow et al. 2003); 17. (Reichenbach et al. 2003); 18. (Taggart et ai. 2002); 19. (Evans and
Lundblad 2002); 20. (Hughes et al. 2000a); 21. (Steilwagen et ai. 2003); 22. (Peterson et al. 2001); 23. (Seto et al. 1999); 24.







à l'assemblage d'un complexe enzymatique actif in-vivo (Welnrich et al., 1997).
Des études aussi bien biochimiques que génétiques ont effectivement permis de
découvrir des facteurs additionnels Interagissant directement ou indirectement
avec hTERT ou hTR pour former la RNP (Tableau 3). Bien que certaines
composantes participent à la catalyse, la biogénèse, la stabilité, et l'assemblage
de la télomérase, l'importance fonctionnelle de plusieurs interactions reste à
déterminer. De plus, on ignore si les facteurs identifiés à ce jour se retrouvent au
sein d'une RNP commune ou font partie de structures distinctes présentes à
différents stades du processus d'assemblage. La diversité des facteurs associés à
la télomérase, telle qu'observée d'un organisme à l'autre, contraste avec la forte
conservation évolutionniste des motifs structuraux au sein de TERT et TER.
6.1. La sous-unité catalytique de la télomérase. La mise au point d'un essai
télomérase in-vitro lors de l'identification initiale de la télomérase chez
Tetrahymena thermophila a été déterminante pour mettre en évidence l'activité
télomérase dans une variété d'organismes tels que les autres ciliés (Zahler et al.,
1991; Shippen-Lentz et Blackburn, 1989), les humains (Morin, 1989; Kim et al.,
1994), la souris (Prowse et al., 1993), la levure (Cohn et Blackburn, 1995), la
grenouille (Mantell et Greider, 1994) et les plantes (Fitzgerald et al., 1996). La
disponibilité de cet essai enzymatique a également facilité la purification de la
première TERT chez Euplotes aediculatus, en l'occurrence la protéine pi23
(Lingner et Cech, 1996). Les comparaisons de séquences ont révélé que pi23, qui
contient des motifs caractéristiques des transcriptases inverse, présente des
homologies avec Est2p, une protéine indispensable au maintien des télomères
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chez S. cerevisiae, précédemment identifiée lors d'un criblage génétique (Lendvay
et al., 1996). L'Introduction de mutations dans le domaine transcriptase inverse de
Est2p conduit au raccourcissement des télomères et à la sénescence réplicative,
indiquant que cette région est importante pour la catalyse du rallongement des
télomères in-vivo (Counter et al., 1997). L'analyse comparative de séquences avec
les motifs transcriptase inverse de pi 23 a permis de découvrir plusieurs
homologues de TERT, notamment chez l'humain (Harrington et al., 1997b: Kilian
et al., 1997; Meyerson et al., 1997; Nakamura et al., 1997). Les motifs
transcriptase inverse des TERTs provenant de divers organismes sont
phylogénétiquement apparentés aux autres transcriptases inverse, notamment au
niveau de trois résidus aspartate (triade catalytique) indispensables à la catalyse
(Nakamura et al., 1997; Eickbush, 1997). Cependant, la présence de domaines
exclusifs aux TERTs montrent qu'ils forment un sous-groupe distinct (Lingner et
al., 1997b). Chez S. cerevisiae, Est2p peut être grossièrement divisée en quatre
domaines (Figure 4): (1) un domaine N-terminal dont la plupart des résidus sont
superflus pour l'activité in-vitro et contenant un motif essentiel à la liaison à EstSp
et à la liaison à l'ADN (Friedman et Cech, 1999; Friedman et al., 2003; Xia et al.,
2000); (2) un domaine exclusif aux TERTs contribuant à l'interaction avec une
portion centrale essentielle de TLC1 (Livengood et al., 2002; Friedman et Cech,
1999); (3) un domaine transcriptase inverse comportant des motifs catalytiques
conservés (synthèse: O'Reilly et al., 1999), et (4) un domaine C-termInal peu
conservé mais important pour la processivité (Peng et al., 2001).
Introduction
28
Bien que le mécanisme réactionnel de la télomérase ne soit pas
complètement établi à ce jour, on peut diviser le cycle d'addition d'une répétition
en trois étapes (Figure 5): (1) la reconnaissance du substrat: cette étape se fait par
complémentarité entre la portion 3' de la matrice et les séquences situées à
l'extrémité 3' de l'extension G-riche. Des résidus d'un potentiel site d'ancrage de
TERT pourraient contribuer à la reconnaissance du substrat; (2) l'élongation: cette
étape se déroule en deux phases comprenant l'incorporation d'un nucléotide au
site actif de l'enzyme suivie de la libération du site actif par décalage simultané du
duplex ARN-ADN. Ce mouvement, appelé translocation de nucléotides ou
processivité de type I, se répète en principe jusqu'à ce que la répétition soit
entièrement copiée. L'élongation d'une répétition peut cependant ne pas atteindre
son terme suite à la dissociation prématurée de l'enzyme ou à son blocage
(stalling); (3) la terminaison ou le ré-engagement: après l'ajout d'une répétition,
l'enzyme peut mettre fin au cycle d'élongation en se dissociant ou en
s'immobilisant, ou encore réitérer un autre cycle d'addition de répétition. Dans ce
dernier cas, la matrice dégage alors son extrémité 5' de l'extrémité 3' de l'ADN
néo-formé et y ré-aligne son extrémité 3' sans se dissocier. Ce glissement de la
matrice par rapport à l'ADN télomérique est appelé addition de répétition ou
processivité de type II (Bosoy et Lue, 2004).
In-vitro, les télomérases humaines et de ciliés possèdent les deux types de
processivité (Morin, 1989; Prowse et al., 1993; Greider, 1991) alors que la
télomérase de S. cerevisiae arbore une cinétique de premier ordre puisqu'elle























essentiel à la liaison à
EstSp et à l'ADN
Domaine commun à toutes les
transcriptases inverse.
Contient la triade catalytique.
Figure 4. Organisation structurale et fonctionnelle de Est2p. Les régions impliquées dans divers
aspects de la fonction de la télomérase sont indiquées. La structure tridimensionnelle de la région
RT (doigts-paume-pouce) est identifiée par comparaison avec celle des domaines RT de la sous-
unité p66 de la RT de HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus Type I). La taille de la protéine est
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Figure 5. Cycle d'élongation de la télomérase. 
Ce modèle simplifé est basé sur des données 
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Prescott et Blackburn, 1997a). Dans des conditions réactionneiies identiques, les
extraits de S. castellii permettent l'ajout de plusieurs répétitions au substrat (Cohn
et Blackburn, 1995). La non-dissociation in-vitro de la télomérase de S. cerevisiae
se traduit par un défaut dans la translocation de type II. Il faut cependant noter que
certaines conditions réactionneiies permettent de détecter la présence de
répétitions supplémentaires (Bosoy et Lue, 2004). En revanche, une série
d'observations indique qu'en contexte physiologique, la télomérase de S.
cerevisiae est essentiellement processive. Les expériences récentes ont montré
qu'un télomère initialement court peut devenir très long en l'espace d'un seul cycle
cellulaire, suggérant que plusieurs répétitions sont incorporées (Teixeira et al.,
2004). De plus, l'analyse de l'évolution de la séquence d'un seul télomère lors des
divisions successives d'une cellule a montré que l'irrégularité des répétitions
télomériques est liée au fait que la télomérase utilise plusieurs registres pour
s'aligner à l'extrémité 3' sur le télomère (Forstemann et al., 2000; Forstemann et
Lingner, 2001). Chez S. cerevisiae et plusieurs autres organismes, cette flexibilité
dans le choix du site de reconnaissance pourrait résulter de l'association de la
télomérase à une activité nucléase (Niu et al., 2000; Melek et al., 1996; Collins et
Greider, 1993; Oulton et Harrington, 2004).
Les différences de propriétés observées entre les conditions in-vitro et le
contexte naturel mettent en évidence le fait que la régulation de l'activité
télomérase requière des composantes additionnelles et suggèrent que le
rallongement des télomères par la télomérase résulte d'un processus qui se
déroule en plusieurs étapes étroitement coordonnées et précisément régulées.
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Cette régulation qui s'opère aux niveaux transcriptionnel et post-transcriptionnel
implique et est dirigée vers les composantes de la RNP.
Les données recueillies chez les cellules humaines et chez la levure S.
cerevisiae indiquent que la télomérase pourrait exister sous forme multimérique,
fort probablement en dimères (Beattie et al., 2001; Wenz et al., 2001; Arai et al.,
2002; Prescott et Blackburn, 1997a). Les modalités de formation des complexes
multimériques ne sont pas encore connues, mais la coopération entre deux ou
plusieurs télomérases pourrait contribuer à la catalyse ainsi qu'à sa régulation
(Kelleher et al., 2002). La composante ARN pourrait participer à cette
multimérisation, par interaction ARN-ARN ou TERT-ARN (Tesmer et al., 1999;
Moriarty et al., 2002; Ly et al., 2003a; Ly et al., 2003b).
6.2. La composante ARN de la télomérase. Le rôle de l'ARN de la
télomérase ne se limite pas à fournir passivement une matrice qui dicte la
séquence des répétitions à ajouter aux extrémités télomériques. L'ARN de la
télomérase joue un rôle Important dans la catalyse (Prescott et Blackburn, 1997b;
McEachern et Blackburn, 1995) et constitue un site pour la liaison à une multitude
de facteurs composant l'holoenzyme. Cette capacité intrinsèque de l'ARN à
recruter des facteurs protéiques est étroitement reliée à sa structure secondaire et
tertiaire. La détermination de la structure secondaire de la composante ARN
constitue donc une condition nécessaire à la compréhension de la biogénèse et du
fonctionnement d'une RNP comme la télomérase.
L'ARN a été la première composante de la télomérase à être clonée,
d'abord chez les ciliés (Greider et Blackburn, 1989), puis chez la levure (Singer et
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Gottschling, 1994), et chez les mammifères (Blasco et al., 1995; Feng et al.,
1995). L'ARN de la télomérase des ciliés est synthétisé par l'ARN polymérase III,
comporte une queue poly U, et sa taille varie de 150 à 200 nt (Greider et
Blackburn, 1989; Hargrove et al., 1999). Chez les vertébrés, l'ARN de la
télomérase est produit par l'ARN polymérase II, générant un transcrit de 300 à 550
nt démuni de capuchon 5'-2,2,7-trimethylguanosine (TMG; Chen et al., 2000;
Hinkley et al., 1998; Zaug et al., 1996; Bachand et al., 2001). Chez la levure S.
cerevisiae, l'ARN de la télomérase est transcrit par l'ARN polymérase II à partir du
gène TLC1. Lors de sa maturation l'ARN acquière un capuchon TMG et s'associe
aux protéines Sm. Le transcrit qui en résulte contient -1300 nt et est présent sous
deux formes: (1) une forme polyadénylée (poly A"*") moins abondante, et (2) une
forme mature non-polyadénylée (poly A") plus abondante, vraisemblablement
dérivée de la forme poly A"" (Singer et Gottschling, 1994; Chapon et al., 1997; Seto
et al., 1999). MtrIOp, une protéine impliquée dans le transport nucléo-
cytoplasmique d'ARN messagers jouerait un rôle dans l'accumulation de la forme
mature (Ferrezuelo et al., 2002).
En absence de données cristallographiques, la stratégie la plus fructueuse
pour déterminer la structure secondaire des longs ARNs et établir les liens entre la
structure et les fonctions repose sur une interconnexion d'approches variées
(Brunei et Romby, 2000). Cependant la comparaison phylogénétique s'avère
l'approche autonome la plus puissante pour élucider les structures de plus hautes
complexités (James et al., 1989). Ce type d'analyse se fonde sur le paradigme
biologique selon lequel des ARNs possédant des fonctions homologues
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maintiendront des hélices similaires lors de leur repliement, malgré une variation
des nucléotides impliqués dans les appariements secondaires (Westhof et
Auffinger, 2000; Figure 6). Ainsi, durant l'analyse d'une hypothétique hélice dans
une série d'ARNs homologues, l'apparition d'une mutation ponctuelle sur un brin
de l'hélice putative (variation 1) devra être par la suite compensée sur le brin
complémentaire (variation 2) afin de maintenir la structure. L'observation de cas de
covariation des nucléotides appariés d'une structure homologue à l'autre constitue
un indice en faveur du maintien de l'hélice au cours de l'évolution, donc de sa
présence. Le succès de l'approche phylogénétique nécessite cependant que deux
conditions essentielles soient satisfaites: les séquences homologues doivent (1)
être disponibles en nombre suffisant et (2) être séparées par une distance
évolutionniste adéquate afin de permettre à la fois la superposition fiable des
nucléotides homologues et l'inventaire du maximum de cas de covariation.
En dépit des divergences significatives dans les séquences primaires et les
tailles, l'analyse phylogénétique des ARNs de télomérase provenant de 24
espèces de ciliés et de 32 espèces de vertébrés a permis d'établir de façon
indépendante une structure secondaire commune au sein de chaque groupe
(Figure 7), et révèle des éléments structuraux conservés d'un groupe à l'autre,
notamment un domaine pseudonoeud crucial pour l'activité enzymatique (ten Dam
et al., 1991; Chen et al., 2000; Bachand et al., 2001). Le pseudenoeud est une
structure tertiaire de l'ARN formée suite à l'appariement des bases d'une région
simple brin constituant une boucle avec une région complémentaire non-appariée
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Figure 6. L'analyse phylogénétique comme outil de détermination de la structure secondaire
des ARNs. À titre d'exemple, des séquences de l'hélice III de l'ARN de la télomérase provenant de
6 espèces divergentes Tetrahymena ont été alignées. Les abbréviations sont comme suit: T.
thermophila {T. the), T. pyriformis (T. pyr), T. australis (T. aus), T. pigmentosa {T. pyg), T. capricornis
{T. cap), T. paravorax {T. par). Dans deux cas de covariation, les nucléotides impliqués sont
représentés en rouge. Les tirets (-) indiquent des espaces d'alignement. Alignement tiré de
McCormick-Graham, M., et Romerao, D.R, 1995. Voir le texte pour une description plus détaillée.
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L'ARN de la télomérase chez les ciliés comporte 4 hélices conservées
(Figure 7): l'hélice I est requise pour l'activité enzymatique in-vitro (Autexier et
Triki, 1999; Autexier et Greider, 1998), alors que l'hélice II moins conservée
(absente chez Tetrahymena paravorax), joue un rôle important dans la définition
de la barrière matricielle et l'association de TERT (McCormick-Graham et Romero,
1995; Licht et Collins, 1999; Lai et al., 2002). Les hélices Nia et lllb forment une
structure en pseudonoeud cruciale pour l'assemblage de la RNP in-vivo (Gilley et
Blackburn, 1999), mais non-essentielle pour l'activité in-vitro (Autexier et Greider,
1998; Licht et Collins, 1999). La partie distale de la tige boucle de l'hélice IV est
importante pour la processivité de la télomérase et l'interaction avec TERT
(Sperger et Cech, 2001 ; Mason et al., 2003; Lai et al., 2003).
Chez les vertébrés, l'ARN de la télomérase comporte 7 domaines
remarquablement conservés (CR: Conserved Région 1 à 7; Figure 7): le domaine
pseudonoeud (CR2-CR3) est essentiel pour l'activité télomérase in-vitro en dépit
du fait qu'il soit superflu pour l'association de TERT (Autexier et al., 1996;
Bachand et al., 2001; Martin-Rivera et Blasco, 2001). Les domaines CR4 et CR5
contiennent un site de haute affinité pour TERT, site impliqué dans l'activité
catalytique (Tesmer et al., 1999; Chen et al., 2002; Mitchell et Collins, 2000;
Bachand et al., 2001; Dragon et al., 2000). La boîte H/ACA (CR6/CR8) en
interaction avec les protéines associées aux snoRNA telles que la dyskerine et
GAR1, ainsi que le domaine CR7 participent à la stabilité, la maturation et la
localisation de hTR (Dragon et al., 2000; Mitchell et al., 1999a; Chen et al., 2000;
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Figure 7. Organisation structurale et fonctionnelle de l'ARN de télomérase. La structure
secondaire de l'ARN de la télomérase des ciliés et de l'humain, de même que les éléments
caractérisés chez la levure S.cerevisiae sont représentés. La matrice est indiquée par un rectangle
rouge. La région verte met en évidence le pseudonoeud. La ligne bleue correspond aux régions dont
la structure n'est pas connue. Voir le texte pour une description plus détaillée.
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La structure secondaire prédite par i'anaiyse phyiogénétique est
généraiement consistante avec ies résuitats d'anaiyses par sondes biochimiques
(Zaug et Cech, 1995; Antai et ai., 2002; Leeper et al., 2003).
Au contraire des ciliés et des vertébrés, i'ARN de ia télomérase chez ia
ievure, appeié TLC1 chez S. cerevisiae et TER1 chez Kluyveromyces lactis
(Singer et Gottschiing, 1994; McEachern et Blackburn, 1995), n'a pas de structure
secondaire étabiie à ce jour. Le faibie bassin de séquences disponibies (1 espèce
de Saccharomyces et 6 espèces de Kluyveromyces), ia rapide divergence de ces
séquences, ainsi que leurtaiiie reiativement importante (1300 nt) n'ont pas permis
i'utiiisation de i'approche phyiogénétique. En revanche, des travaux précédents
essentieilement basés sur i'insertion de mutations ponctueiles et ia déiétion de
segments d'ARN ont contribué à caractériser iocalement queiques éléments
fonctionnels au sein de TLC1 et TER1 (Figure 7). TLC1 contient une séquence de
17 bases (3'-ACACACACCCACACCAC-5'L comportant ia matrice de 7 bases
(soulignée) qui détermine ia séquence des répétitions ajoutées aux téiomères.
L'insertion de mutations ponctueiies créant un site de restriction HaelW dans ia
matrice se traduit par i'apparition de ce site au sein des téiomères, confirmant ie
rôie de cette portion de i'ARN (Singer et Gottschiing, 1994). La matrice de TER1
comprend 25 bases (3'-AAACUAGLICCALIACACCACAUGCCLIAAACU-5':
McEachern et Blackburn, 1995). Le clonage et le séquençage de quatre
homologues supplémentaires de TER1 chez ies membres de i'espèce
Kluyveromyces a permis d'utiiiser I'anaiyse phyiogénétique et de mettre en
évidence, en 5' de ia matrice, une courte héiice servant de iimite matricielie (Tzfati
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et al., 2000). En absence de séquences homologues, l'utilisation d'algorithmes de
prédiction de structures secondaires basés sur la minimisation de l'énergie s'est
révélée fructueuse pour retrouver la limite matricielle de l'ARN de la télomérase
chez S. cerevisiae (Seto et al., 2003). L'accroissement récent du bassin
d'homologues de TER1 à six a permis d'utiliser l'approche phylogénétique pour
identifier deux régions fortement conservées et formant une structure en
pseudonoeud, essentielle à l'activité télomérase (Tzfati et al., 2003). Chez S.
cerevisiae, des travaux antérieurs indiquent qu'une portion centrale de TLC1 est
capable de s'associer à TERT (Est2p; Livengood et al., 2002), mais à ce jour
aucune structure en pseudonoeud n'y a été trouvée. L'hétérodimère YkuZOA'kuSO,
impliqué à la fois dans l'architecture des télomères (voir section 3.1) et dans la
réparation des DSBs par NHEJ (voir section 4), peut également interagir avec la
télomérase via un site de liaison en tige-boucle de TLC1 (Peterson et al., 2001;
Steliwagen et al., 2003). La portée fonctionnelle de l'association entre Yku et TLC1
n'a pas encore été élucidée, mais elle pourrait contribuer au recrutement ou au
positionnement de la télomérase aux télomères (voir section 6.3.2). Estlp est une
sous-unité de la télomérase essentielle au rallongement des télomères chez S.
cerevisiae (voir section 6.3.2). Des homologues de EST1 ont été retrouvés chez
les cellules humaines (Snow et al., 2003; Reichenbach et al., 2003) et la levure à
fission (Beernink et al., 2003) grâce à une approche bioinformatique, suggérant
des fonctions conservées au cours de l'évolution. Chez S. cerevisiae, Estlp
s'associe à un segment de TLC1 proche du site de liaison de Est2p (Livengood et
al., 2002). L'analyse comparative de séquences de TLC1 avec des homologues de
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TER1 a révélé que le site de liaison de Est1p adopte un repliement en tige-boucle
interne dont l'intégrité est cruciale à la fonction des télomères (Seto et al., 2002).
Près de l'extrémité 3' de TLC1 et de TER1 se trouve un site consensus essentiel
pour l'association des protéines Sm (5'-AAUUUUUGG-3'; Seto et al., 1999; Tzfati
et al., 2003). Les snRNPs (small nuclear Ribonucleoproteins) du spliceosome
forment différentes particules constituées d'un snRNA (small nuclear RNA: U1, U2,
U4/U6 et U5), de protéines spécifiques et de 7 protéines Sm (B/B', D1, D2, D3, E,
F et G) communes (synthèse: Kaufer et Potashkin, 2000; Will et Luhrmann, 2001).
L'assemblage des protéines Sm au snARN est une étape importante pour la
biogénèse de la snRNP, notamment pour sa stabilité, i'hyperméthylation du
capuchon 5' (de m7G à 2,2,7-trimethylguanosine), le transport au noyau et le
recrutement de certaines protéines (Plessel et al., 1994). La présence au sein de
l'ARN d'un motif hautement conservé parmi les eucaryotes (consensus = 5'-
PUAU3-4NLIGPU-3') constitue un des déterminants nécessaires à l'assemblage du
noyau Sm d'ARN. Cette séquence est généralement flanquée de structures en
tige-boucle (Branlant et al., 1982; Liautard et al., 1982). Chez S. cerevisiae, des
analyses mutationnelles effectuées in-vivo et in-vitro ont montré l'importance des
nucléotides au sein du consensus Sm pour la reconnaissance et l'association des
protéines Sm (Jones et Guthrie, 1990; Jarmolowski et Mattaj, 1993; Raker et al.,
1999; Uriaub et al., 2001). Par la présence du site Sm, TLC1 et TER1
s'apparentent aux snRNPs, ce qui suggère des voies de biogénèse communes
chez les levures. En revanche, ces voies de biogénèse divergent
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fondamentalement de celle des mammifères dont l'ARN comporte plutôt un
domaine H/ACA à l'extrémité 3'.
Malgré la mise en évidence de ces éléments structuraux chez la levure,
l'information relative à la structure d'ensemble de l'ARN de la télomérase demeure
fragmentaire. Chez S. cerevisiae par exemple, les données structurales couvrent
moins de 10% de la taille de TLC1. Cette méconnaissance des interactions
secondaires de l'ARN de la télomérase chez la levure entrave la compréhension
des mécanismes impliqués dans la biogenése et la fonction de la RNP.
6.3. Mécanismes de régulation et de coordination de l'homéostasie de
l'élongation des téloméres
6.3.1. Contrôle de l'accessibilité du brin G-riche par la conformation du
télosome. Lors de la progression du cycle cellulaire, l'accès à l'ADN télomérique
doit être facilité pour certains facteurs et réprimé pour d'autres, afin de ne pas
nuire à l'intégrité du chromosome. Ainsi, durant la phase S, le télosome doit être
restructuré de façon à ce que l'ADN télomérique accède aux facteurs de
réplication tout en se distinguant des DSBs (voir section 5). Le fait que le passage
de la fourche de réplication aux téloméres ne déclenche pas les mécanismes de
réponse aux dommages suggère que l'ADN télomérique demeure protégé durant
la phase S. Les mécanismes à la base de la régulation de l'accessibilité des
téloméres ne sont pas entièrement connus, mais les systèmes intrinsèques de
détection de la longueur des téloméres semblent jouer un rôle déterminant.
Chez S. cerevisiae, le principal effecteur de la transition ouvert/fermé du
télosome est la protéine Raplp et ses facteurs associés, les protéines Rif et Sir
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(voir section 3.1 ). Le complexe formé par Rapi p fonctionne comme un senseur de
la taille des télomères en « comptant » le nombre de répétitions et réprime la
capacité d'extension de la télomérase au-delà d'une certaine longueur (Hardy et
al., 1992; Wotton et Shore, 1997). Ce modèle de régulation de l'élongation centré
sur Raplp est basé sur des expériences où des versions de Raplp modifiées de
façon à cibler le domaine de liaison à l'ADN sur un seul télomère. L'analyse de la
taille de ce télomère montre un raccourcissement proportionnel au nombre de
molécules recrutées (Marcand et al., 1997; Ray et Runge, 1999). De plus,
lorsqu'un télomère initialement court est rallongé par la télomérase, la cinétique de
rallongement diminue à mesure que le télomère atteint sa longueur d'équilibre
(Marcand et al., 1999). Cette observation suggère que l'action de la télomérase est
graduellement inhibée en cis par le continuum de conformations adoptées par le
télosome. Les modalités de cette régulation sont mal comprises, mais le
recrutement des protéines Riflp et Rif2p par Raplp semble déterminant puisque
leur absence se traduit par l'augmentation de la longueur médiane des télomères
comparativement aux souches de type sauvage (Hardy et al., 1992; Wotton et
Shore, 1997). Des données récentes montrent que le remodelage de la
chromatine induit par les protéines Rif contribue à réduire la probabilité des
événements d'extension des télomères au cours d'un cycle cellulaire. Cette
situation se manifeste par un télosome moins favorable à l'élongation (Smith et al.,
2003; Teixeira et al., 2004). Ces données suggèrent un modèle selon lequel l'état
structural du télosome chez la levure constitue perse un mécanisme de régulation
de l'homéostasie de la longueur des télomères. Le télosome serait assez
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dynamique pour alterner entre une configuration « ouverte » extensible et une
configuration « fermée » peu favorable à l'élongatlon. Le télosome dans sa forme
fermée empêche la réplication des télomères qui raccourcissent progressivement,
ce qui réduit le nombre de protéines associées aux séquences télomériques et
entraîne l'ouverture graduelle du télosome. L'accessibilité restaurée favorise à
nouveau l'action de la télomérase et de la machinerie conventionnelle. Le
rallongement des télomères s'accompagne de la ré-association progressive des
protéines télomériques, induisant à nouveau la transition vers la forme fermée
restrictive. Ce processus stochastique et imprécis permet néanmoins de stabiliser
les télomères dans des limites inférieures et supérieures adéquates (Figure 8).
Chez l'humain, des mécanismes de régulation similaires au système de
comptage décrit chez la levure ont été proposés et reposeraient sur les complexes
formés autour de TRF1 et TRF2 (voir section 3.1). L'observation directe de cellules
vivantes a récemment montré que ces complexes s'associent et se désolidarisent
continuellement de leur site télomérique (Mattern et al., 2004), ce qui supporte le
caractère dynamique du T-loop/D-loop (voir section 3.1; Figure 3).
6.3.2. Coordination de la synthèse des brins G-riche et C-riche. La
nécessité d'une extension G-riche pour la réplication de l'ADN télomérique en
phase S a été postulée (Wellinger et al., 1993b: McElllgott et Wellinger, 1997) bien
avant que des travaux ne révèlent que la télomérase utilise non pas un ADN
double brin, mais plutôt une extension simple brin comme substrat (Lingner et
Cech, 1996). Au cours de la réplication conventionnelle, l'extrémité franche créée
suite à la synthèse du brin avancé doit être transformée en une extension simple
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brin G-riche par résection du brin C-riche (Weiiinger et al., 1996; Diede et
Gottschiing, 2001). Les activités enzymatiques contribuant à la formation de cette
extension n'ont pas encore été identifiées (Larrivée et al., 2004).
Bien que la présence d'extensions G-riche aux deux extrémités des
chromosomes demeure généralement acceptée, des études récentes réalisées
chez la levure S. cerevisiae montrent que la télomérase ne rallonge pas toutes les
extrémités chromosomiques au cours d'un seul cycle de division (Forstemann et
ai., 2000; McEachern et ai., 2002). Ces données suggèrent que la répiication
conventionnelle des brins avancé et retardé génère respectivement une extrémité
franche (ou avec un G-riche très court) et une extrémité avec une longue
extension G-riche. À cause de cette asymétrie, un seul des deux téiomères d'un
chromosome constituerait un substrat pour la télomérase. Cette notion d'asymétrie
semble également s'appliquer aux cellules humaines puisque la dysfonction des
téiomères causée par l'expression d'une forme dominant-négatif de TRF2 peut, en
phase S, conduire à la fusion préférentielle des extrémités du brin avancé de deux
chromatides par NHEJ (Baiiey et ai., 2001; Baiiey et al., 2004b).
Chez S. cerevisiae, les longues extensions simple brin qui apparaissent en
fin de phase S constituent un site de très haute affinité pour une ou plusieurs
molécules de CdcISp (Weiiinger et ai., 1993a; Weiiinger et ai., 1993b; Lin et
Zakian, 1996; Nugent et al., 1996; Virta-Peariman et al., 1996; Hughes et al.,
2000b). Les multiples fonctions téiomériques de Cdc13p contribuent à la protection
du chromosome. Chez le mutant cdc13-2 (Lingner et al., 1997a; Nugent et al.,






















Figure 8. Changements conformationnels du télosome. Le problème réplicatif terminal combiné
à l'action d'éventuelles nucléases entraîne le raccourcissement des télomères. Les télomères étant
à nouveau accessibles, le brin G-riche (vert) est rallongé par la télomérase. La réplication du brin C-
riche (rouge) est effectuée par la machinerie conventionnelle. Les variations de la longueur du
télomère se produisent à l'intérieur de limites bien contrôlées et se traduisent par la transition entre




permettent de détecter une activité télomérase, indiquant que Cdc13p contribue
également à la réplication des télomères. Une série de données génétiques ont
révélé que Cdc13p Interagit directement avec Est1p, une composante de la
télomérase associée à l'ARN, et que le défaut télomérique associé à la mutation
cdc13-2 résulterait de la perte cette interaction. Ces données ont permis de
proposer un modèle de recrutement selon lequel Cdc13p Intervient dans la
réplication des télomères en permettant à la télomérase d'accéder au télomère par
l'intermédiaire de Est1p (Evans et Lundblad, 1999; Pennock et al., 2001; Qi et
Zakian, 2000; Evans et Lundblad, 2002). Cependant, des données additionnelles
reposant sur des essais de chIP indiquent que les modalités du recrutement de la
télomérase sont plus complexes. Est2p est associée aux télomères durant la
majeure partie du cycle cellulaire indépendamment de la présence de Cdc13p
(Taggart et al., 2002; Smith et al., 2003), même en G1 et tôt en phase S, lorsque
la télomérase est inactive (Marcand et al., 2000). Par contre, Estlp s'associe aux
télomères seulement en fin de phase S, un moment correspondant à la fois à son
pic d'expression et à l'activité de la télomérase (Taggart et al., 2002). Ces données
ont permis de proposer un modèle alternatif selon lequel l'action de la télomérase
en fin de phase S résulte de la collaboration fonctionnelle entre Estlp et Cdc13p.
Cdc13p serait un régulateur positif de l'élongation par la télomérase en
repositionnant la télomérase sur l'extrémité G-riche alors que Estlp est un
activateur de Est2p (Taggart et al., 2002). Dans ce modèle, le complexe
YkuZOA'kuSO pourrait faciliter le repositionnement de la télomérase grâce à sa
capacité à s'associer aussi bien aux télomères qu'à TLC1 (Peterson et al., 2001;
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Grandin et al., 2000). Ce rôle de régulateur positif de Yku est renforcé par des
expériences montrant que la présence de ce complexe est nécessaire pour obtenir
les télomères rallongés de certaines allèles cdc13 et aussi par le fait que
l'expression d'une protéine de fusion Cdc13p-Yku70 entraîne un rallongement des
télomères (Grandin et al., 2000). RPA (Repllcation Protein A) est un complexe
protéique participant à une variété de processus chromosomiques comme la
réplication, la recombinaison, la réparation et le maintien des télomères (Smith et
al., 2000). Des travaux récents de Géli et ses collaborateurs suggèrent que le rôle
de RPA aux télomères consisterait à faciliter l'accès de EST1p, régulant ainsi
l'action de la télomérase (Schramke et al., 2004).
Plusieurs études récentes suggèrent que le maintien adéquat de
l'homéostasie de la longueur des télomères nécessite la coordination entre la
synthèse du brin G-riche et celle du brin C-riche. Chez la levure S. cerevisiae, la
présence du brin G-riche nécessite le passage de la fourche de réplication à
travers les télomères (Dionne et Wellinger, 1998), suggérant que la formation des
longues extensions simple brin, l'élongation des télomères et le recrutement de la
machinerie de réplication conventionnelle sont des processus concomitants. De
plus, certaines allèles thermosensibles de la pola ont, à température semi-
restrictive, des télomères et le brin G-riche rallongés (Adams Martin et al., 2000),
indiquant que l'abolition de la synthèse du brin C-riche, normalement coordonnée
avec l'élongation du brin G-riche, permet à la télomérase d'allonger le brin G-rIche
au-delà de sa longueur normale. Des phénotypes similaires ont été observés dans
des souches de levure arborant certaines allèles thermosensibles de CDC13 et de
Introduction
48
STN1 (Grandin et al., 1997 Qi et Zakian, 2000; Chandra et al., 2001), suggérant
que les produits de ces deux gènes puissent participer à la coordination de la
synthèse des deux brins. Cette possibilité a été renforcée par le fait que CdcISp
s'associe avec la sous-unité catalytique de la pola et que la surproduction de
Stnip élimine le phénotype de télomères allongés observés dans les mutants
CDC13 et de la pola (Chandra et al., 2001). CdcISp s'associe à Stnip et à Tenlp
(Grandin et al., 1997; Grandin et al., 2001a) et cette association est abolie chez
certains mutants CdcISp (Chandra et al., 2001). Ces observations ont permis de
proposer que CdcISp, de concert avec Stnip/Tenlp intervient pour limiter
l'élongation des télomères (Pennock et al., 2001). CdcISp se présente donc à la
fois comme un régulateur positif et négatif de l'activité de la télomérase. Ces
fonctions antagonistes de CdcISp résultent vraisemblablement de sa capacité à
former des complexes distincts aux télomères en vue de coordonner la synthèse
des brins télomériques avancé et retardé. Cette possibilité est soutenue par des
données montrant que Stnip et Estlp sont en compétition pour le même site
d'association à CdcISp (Pennock et al., 2001). Ces données s'intègrent dans un
modèle où suite à la synthèse du brin G-riche, Stnip/Tenlp libère Estlp de son
association avec CdcISp, ce qui permet l'accès au complexe pola/primase
(Synthèse Lustig, 2001). Le rôle spécifique de EstSp au sein de ce processus
d'activation de la télomérase n'a pas encore été déterminé (Hughes et al., 2000a;
Friedman et al., 200S).
Les modalités de recrutement et d'activation de la télomérase chez l'humain
sont mal comprises. Les protéines hnRNPC1/C2 et A1/UP1 associées à hlR
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pourraient jouer un rôle dans le recrutement de la télomérase (Ford et al., 2000;
Fiset et Chabot, 2001). De plus, la présence simultanée de hnRNPAI et UP1 aux
télomères et au sein de la télomérase (Fiset et Chabot, 2001) renforce la
possibilité que ces facteurs participent au recrutement de la télomérase aux
télomères (voir section 6.3.2). Récemment, trois orthologues de EST1, dont deux
(EST1A et EST1B) encodent des protéines associées à la télomérase, ont été
Identifiés dans le génome humain, suggérant une conservation de fonctions avec
Esti p (Reichenbach et al., 2003; Snow et al., 2003).
7. Les autres solutions au problème répllcatif terminal
Bien que la télomérase soit la solution la plus répandue pour contrebalancer
la perte des répétitions télomériques, les systèmes biologiques ont développé
d'autres mécanismes dédiés, et fonctionnellement équivalents. De plus, dans
certaines situations où la voie principale est abolie, les cellules peuvent utiliser des
mécanismes de secours.
Bien que la plupart des insectes possèdent les répétitions télomériques
typiques, les diptères et plusieurs insectes apparentés semblent avoir perdu
l'usage de la télomérase au cours de l'évolution au profit de voies de secours
préexistantes (Frydrychova et Marec, 2002). La rétrotransposition est utiisée par
les diptères supérieurs, en l'occurence la mouche à fruit D. melanogaster, pour
garder leurs extrémités chromosomiques intactes. Chez D. melanogaster, les
extrémités des chromosomes sont des composites de deux éléments
transposables appelés HeT-A et TART. Occasionnellement, HeT-A et TART sont
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insérés au bout du chromosome en utilisant l'extrémité 3' comme amorce pour
effectuer la transcription inverse de son génome d'ARN (Biessmann et al., 1997;
synthèse dans Pardue et DeBaryshe, 2003). Chez les diptères inférieurs comme
Anopheles gambiae et ceux du genre Chironomous (Nielsen et Edstrom, 1993;
Roth et al., 1997) de même que chez certaines plantes (Pich et al., 1996; Adams
et al., 2001), c'est par recombinaison que les extrémités des chromosomes sont
maintenues. Ce mode de maintien des chromosomes est basé sur l'amplification
ou le réarrangement de séquences déjà présentes.
Chez la plupart des cellules somatiques humaines normales, l'activité de la
télomérase est faible ou indétectable et, par voie de conséquence, ces cellules ont
une capacité réplicative limitée. A contrario, la vaste majorité des cellules
tumorales humaines (90 à 95%) et des cellules en culture immortalisées in-vitro
(70%) maintiennent leurs télomères par la télomérase (Kim et al., 1994; Shay et
Bacchetti, 1997). La proposition selon laquelle la réactivation de la télomérase
constitue une étape cruciale vers la tumorigénèse est soutenue par des
expériences montrant que l'expression de l'enzyme dans les fibroblastes primaires
suffit à les immortaliser alors que la répression de la télomérase inhibe la
croissance des cellules tumorales (Vaziri et Benchimol, 1998; Bodnar et al., 1998;
Hahn et al., 1999; Zhang et al., 1999). La télomérase apparaît donc comme une
cible privilégiée pour les thérapies anti-cancer (Guiducci et al., 2001; Kim et al.,
2001; Marusic et al., 1997; Li et al., 2004; synthèse dans Reddel, 2003).
Cependant, le maintien des télomères dans les cellules immortalisées ne dépend
pas exclusivement de la télomérase puisqu'une sous-population (5 à 10%) des
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cellules cancéreuses humaines n'ont pas d'activité télomérase détectable, et
maintiennent leurs télomères en utilisant une voie supplétive appelée ALT
(Alternative Lengthening of Telomeres; Shay et Bacchetti, 1997; Dunham et al.,
2000; pour synthèse voir Reddel, 2003). Les cellules ALT se caractérisent par des
TRFs (Terminal Restriction Fragments) de longueur hétérogène et par la présence
d'APBs (ALT-Associated Promyelocytic leukemia Body). Ces complexes
intracellulaires contiennent de l'ADN télomérique, des protéines associées aux
télomères et des protéines impliquées dans la recombinaison (Yeager et al., 1999;
Henson et al., 2002; Tarsounas et al., 2004). Des expériences montrant qu'un
marqueur initialement présent sur un télomère d'une lignée cellulaire ALT se
propage à d'autres télomères renforce la possibilité que les cellules ALT utilisent
un mécanisme basé sur la recombinaison (Dunham et al., 2000; Bailey et al.,
2004a).
En fait, les premières données associant la voie de recombinaison au
maintien des télomères proviennent d'études réalisées chez des levures,
particulièrement de S. cerevisiae (Shampay et al., 1984; Walmsiey et Petes,
1985). Cependant, c'est seulement suite à la découverte de la télomérase et à
l'étude de souches dépourvues d'activité télomérase que l'implication de la
recombinaison dans le maintien des télomères sera confirmée. Chez S. cerevisiae,
l'absence de télomérase entraîne un raccourcissement progressif des télomères et
une sénescence concomitante après 60 à 70 générations (voir section 6.). Bien
que la majorité des cellules meurent, une faible population arrive à surmonter les
incidences létales de la sénescence. Ces survivants rallongent leurs télomères par
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la voie de recombinaison homologue contrôlée par RAD52 (Lundblad et
Blackburn, 1993; Le et al., 1999; Teng et Zakian, 1999). L'extension d'un télomère
par recombinaison homologue est effectuée par des polymérases
conventionnelles et utilise l'ADN d'un second télomère comme matrice. L'analyse
des fragments terminaux de restriction chez les survivants révèle que les
séquences télomériques et sous-télomériques ont subi des réarrangements dont
les profils correspondent à différents modes de recombinaison. L'utilisation
préférentielle de l'un ou l'autre de ces modes de recombinaison dépend de la
nature des structures en présence et permet de classer les survivants en deux
groupes (Figure 9): (1) les survivants de type I amplifient massivement les
éléments sous-télomériques Y', maintiennent leurs télomères relativement courts
et utilisent la branche de la recombinaison homologue dépendant de RAD52,
RAD51, RAD54, RAD55 et RAD57\ (2) les survivants du type II amplifient les
répétitions télomériques pour rallonger leurs télomères et passent par la voie de la
recombinaison dépendant de RAD52, RAD59, SRS2, SGS1, TID1 et du complexe
RAD50/XRS2/MRE11. Il faut cependant noter que les deux branches de
recombinaison dépendant de RAD52 ne sont pas cloisonnées de façon absolue
puisque des survivants de type II peuvent se former en absence de RadSOp, bien
qu'à très faible fréquence (Lundblad et Blackburn, 1993; Le et al., 1999; Teng et
Zakian, 1999; Chen et al., 2001; Signon et al., 2001). Récemment, des études
indépendantes ont montré que l'exonucléase 5' à 3' encodée par le gène EX01
joue un rôle d'initiateur dans la génération des survivants de type I et II (Maringele
et Lydall, 2004; Bertuch et Lundblad, 2004).
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8. États pathologiques associés à ia dysfonction du maintien des télomères
Tout comme les cellules primaires, les cellules tumorales ont besoin de
maintenir ieurs télomères pour assurer leur prolifération à long terme. Dans la
majorité des cas, ce maintien se fait grâce à la réactivation de hTERT (synthèse
dans Cong et al., 2002). En tant que tel, l'activité télomérase n'induit pas la
transformation (Morales et al., 1999) et, bien que ia télomérase soit nécessaire à
l'immortalisation, hTERT n'est pas un oncogène (Hahn et al., 1999; Hahn et al.,
2002). À l'inverse, le déclenchement de la transformation ne requiert pas l'activité
télomérase et les cellules ayant de très longs télomères peuvent avoir un
phénotype cancéreux in-vitro sans pour autant avoir un mécanisme de maintien
des télomères. L'importance clinique de la télomérase va cependant au-delà de
son rôle dans la carcinogénèse puisque plusieurs maladies génétiques sont
directement associées à une dysfonction de l'enzyme. Ainsi, la forme autosomale
dominante de la dyskératose congénitale est provoquée par des mutations dans le
gène encodant l'ARN de la télomérase humaine (Vulliamy et al., 2001). Par contre
la forme sexuelle de la dyskératose congénitale résulte de mutations dans le gène
DCK1 encodant la dyskérine, une protéine associée à l'ARN de la télomérase et
impliquée dans son accumulation. Ces mutations se traduisent par l'incapacité de
la dyskérine à s'associer convenablement à la télomérase (Mitchell et al., 1999b).
De plus, certains patients atteints d'anémie aplasique, une maladie caractérisée
par la dysfonction de la moelle osseuse, ont également des mutations dans l'ARN
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Figure 9. Modes de génération des survivants en absence de télomérase chez S. cerevisiae.
En absence de télomérase, les télomères sont maintenus grâce à la recombinaison homologue
mèdiée par les polymèrases conventionnelles. Le brin invasif (pointes vertes) est rallongé par la
réplication semi-conservative. Le brin néo-formé sert ensuite de matrice à la synthèse du brin
complémentaire par élongation des amorces (pointes rouges). Le gène RAD52 contrôle deux voies
de recombinaison impliquant les séquences télomériques (zig-zag) ainsi que les séquences Y'
(cercles pleins). Ces voies distinctes permettent d'assurer la survie des cellules. Voir le texte pour




Détermination du rôle de CDC13 dans la formation d'un profil de réplication
aberrant aux télomères d'un chromosome artificiel
Préambule
Afin de vérifier l'éventuelle implication de la protéine CdcISp dans l'initiation
de la réplication aux télomères, nous avons utilisé une souche dans laquelle le
gène normal CDC13 a été remplacé par le mutant cdc13-2 au locus génomique.
Bien que Cdc13p ait conservé sa capacité à s'associer à l'extension simple brin, la
protéine mutante est incapable de recruter la télomérase, ce qui provoque une
perte progressive des séquences télomériques. Dans la souche de départ, les
télomères sont maintenus grâce à un plasmide contenant le gène normal CDC13.
Le retrait subséquent de ce plasmide confère alors à la souche le phénotype
mutant cdc13-2. Un chromosome artificiel comportant une origine de réplication
(ARSH4) interne en position excentrée a été introduit dans la souche et récupéré
après quelques rondes de réplication. L'analyse comparative des profils de
réplication de ce chromosome artificiel en gel 2D dans la souche mutante et dans
la souche normale montre sans ambiguïté que le défaut associé à la mutation
cdc13-2 n'affecte en rien la réplication aux télomères.
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Objectif du projet
Notre laboratoire a suggéré qu'à la fin de la phase S les télomères
subissent un traitement par lequel ils acquièrent de longues extensions simple
brin, substrat de la télomérase pour l'allongement des télomères, et qui pourraient
être générées par une des protéines associées à l'enzyme (voir section 6.3.2).
Chez S. cerevisiae, la présence de ces extensions aux deux extrémités d'un
chromosome artificiel favorise la formation d'interactions télomère-télomère
intrachromosomiques appelées CFP (Circular Form of the Plasmid), visibles par
gel d'électrophorèse à deux dimensions (gel 2D). Dans une souche de levure, la
réduction ou la disparition des CFP à cause d'un gène défectueux indique que le
produit de ce gène contribue à la génération des extensions G-riche. Julie
Parenteau a introduit ce chromosome artificiel dans des souches dépourvues de
plusieurs gènes de la voie de la télomérase et établi son profil de réplication par
gel 2D. L'analyse des profils ne lui a pas permis d'observer une réduction
significative des CFP chez les mutants par comparaison avec leur pendant normal.
Cependant, chez le mutant cdc13-2 (voir section 6.3.2), elle a observé un profil
suggérant que sur le chromosome artificiel la réplication est initiée par les
télomères plutôt qu'à son origine de réplication interne. CDC13 encode une
protéine essentielle associée au simple brin G-riche télomérique et impliquée dans
la protection et la coordination de la réplication des télomères. Ce projet visait à
confirmer les observations préliminaires de Julie Parenteau.




La souche utilisée est MVL26A {MATa ura3-52 Iys2-801 ade2-101 trp1-A1
his3-A200 Ieu2-A1 cdc13-2^^*^), gracieuseté de V. Lundblad (Lendvay et a!., 1996).
Cette souche contient le plasmide pVL438 et le chromosome linéaire pRWIl.
pVL438 (Evans et Lundblad, 1999) provient de l'insertion du gène CDC13 dans le
site de clonage multiple de pRS316 et porte un marqueur de sélection nutritionnel
URA3. pRWIlL, qui contient un marqueur LEU2 et comporte à chaque extrémité
280 pb de répétitions télomériques, provient de la digestion de pRWII par
l'enzyme de restriction SamHI (Parenteau, 2002). À toute fin pratique, MVL26A se
comporte comme une souche sauvage puisque l'expression plasmidique de
CDC13 permet de maintenir les télomères stables malgré le défaut associé à
cdc13-2 au locus génomique. Cette souche devient effectivement mutante suite à
la contre-sélection de pVL438 (voir plus bas).
Milieux de culture
La croissance des levures se fait dans un milieu synthétique complet (YC)
contennant 0.12% de YNB (Yeast nitrogen base, DIfco), des sels inorganiques
(0.5% de sulfate d'ammonium, 1% d'acide succinique, 0.6% de NaOH), des acides
aminés et vitamines nécessaires, ainsi que du glucose à 2%. Au besoin, les
milieux ont été solidifiés par ajout de 2% d'agar. Les levures portant le gène URA3
convertissent le 5-FOA en fluoro-déoxyuridine, une substance toxique. La
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croissance sur un milieu solide contenant 0.1% de 5-FOA a été mise à contribution
pour sélectionner les colonies ayant perdu leur plasmide doté du marqueur URA3,
donc devenues mutantes (Boeke et al., 1987). La souche sauvage et sa version
mutante, MVL26A, ont été respectivement inoculées dans du milieu YC et YC
sans leucine (YC-leu). Le retrait de la leucine permet le maintien de pRW11L.
Préparation de l'ADN
Des cultures de 50 mL ont été incubées à 30°C, jusqu'à une densité optique
de 0.8 à 660nm. pRWIlL a été extrait par la méthode de « Hirt » (Livingston et
Kupfer, 1977). Brièvement, les cellules sont récoltées et transformées en
sphéroplastes dans un tampon contenant 0.3 mg/mL de zymolyase et 10 mM p-
mercaptoéthanol. Les sphéroplastes sont lysés dans un tampon contenant 2% de
SDS et par ajout de NaCI à 1M . Après élimination des débris cellulaires, l'ADN est
extrait au phénol/chloroforme, précipité à l'éthanol et resuspendu dans du TE.
Gels 2D et transfert par Southern
L'ADN extrait des différentes souches est séparé en gel 2D en conditions
neutre/neutre tel que décrit précédemment (Dandjinou et al., 2004a). Le transfert
sur membrane de nylon et l'hybridation sont réalisés selon la méthode décrite par
Wellinger et al., 1993a. L'ADN de PVZ1 a été marqué par extension d'amorces
aléatoires (Henikoff et Eghtedarzadeh, 1987) et utilisé comme sonde ciblant
pRWIlL. pVZI est un vecteur bactérien dérivé, à l'instar de pRWIlL, de pBS+
(Stratagene).
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RÉSULTATS
L'absence de CDC13 ne provoque pas la réplication d'un chromosome
artificiel par l'extrémité. Chez la levure S. cerevisiae, les chromosomes sont
normalement répliqués grâce à une fourche de réplication qui prend naissance au
niveau des ARS (Autonomousiy Replicating Sequences) et se propage jusqu'aux
télomères. Pour contrebalancer les pertes de séquences associées au problème
réplicatif terminal (Figure 3), les télomères sont répliqués de novo par la
télomérase. L'extrémité franche résultant de la réplication du brin avancé aux
télomères est vraisemblablement transformée en de longues extensions 3' G-riche
en fin de la phase S (Wellinger et al., 1993a). Chez un mutant cdc13-2, la
télomérase n'est pas recrutée au sein du complexe télosomique. Chez ce mutant,
le fait que l'initiation de la réplication d'un chromosome se fasse préférentiellement
par les télomères plutôt que par un ARS interne est une situation anormale que
nous voulions investiguer par la technique du gel 2D. Dans une souche normale,
un chromosome contenant une origine de réplication en position centrale forme
des intermédiaires de réplication selon le profil en « bulle » indiqué à la Figure 10.
Par contre, si l'origine de réplication se trouve à l'extrémité du fragment analysé,
on observe un profil de type « Y » (Figure 10). Lorsque l'origine de réplication est
excentrée, le profil de réplication est intermédiaire entre le profil « bulle » et le
profil « Y » et appelé « bulle à Y » (Figure 10). Dans cette étude portant sur l'effet
de la mutation cdc13-2 sur la réplication nous avons utiisé pRWIlL, un
chromosome artificiel comportant une origine de réplication (ARSH4) en position
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Fragments linéaires de l'ADN total 
Intermédiaires de réplication du chromosome 
Intermédiaires de réplication en Y simple 
Figure 10. Représentation schématique de divers profils de réplication en gel 20 d'un chro-
mosome linéaire en fonction de la position de l'origine. L'aval noir (le "point 1 n") représente 
l'ADN double brin du chromosome analysé. Un chromosome dépourvu d'origine de réplication 
donnerait uniquement ce signal. Le profil de migration attendu suite à l'hybridation d'une sonde 
d'ADN spécifique au chromosome en réplication dépend de la position de l'origine et se traduit par 
des arcs de forme caractéristique (lignes noires). Les intermédiaires de réplication correspondants 
sont représentés au-dessus des arcs. Les arcs gris représentent le profil des intermédiaires Y sim-
ple, et sont inclus à titre comparatif. L'arc en pointillé contient un amalgame de fragments linéaires 
de l'ADN total. Le point 2n correspond aux fragments ayant (presque) le double de la masse du frag-
ment d'ADN analysé. 
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asymétrique (Figure 11). Tel que prévu, le plasmide pRWIlL se réplique selon le
profil « bulle à Y » dans une souche de type sauvage CDC13 (Figure 12). Dans la
souche MVL26A, pRWIlL se réplique également selon le profil « bulle à Y »
(Figure 12). L'analyse en gel 2D ne met pas en évidence une réplication aberrante
du chromosome artificiel par les télomères attribuable au défaut de cdc13-2. La
protéine Cdc13p ne joue donc pas un rôle notable dans une éventuelle initiation de
la réplication aux télomères.
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Télomères ARSH4 LEU2 Télomères 
Figure 11. Schématisation du chromosome linéaire pRW11L. La linéarisation du plasmide 
pRW11 par digestion avec l'enzyme de restriction BamHI a permis de générer le chromosome 
linéaire pRW11 L. pRW11 L comporte à chaque extrémité 280 paires de bases de répétitions 
télomériques et un marqueur nutritionnel LEU2 pour le maintien dans la levure. Le chromosome 
linéaire pRW11L est normalement répliqué à partir d'une origine ARSH4. La représentation n'est pas 












1ère Dimension (neutre) 
WT (CDC13) MVL26A (cdc13-2) 
Figure 12. Mode de réplication du chromosome artificiel pRW11L chez le mutant cdc13-2 
L'ADN des cellules de type sauvage (CDC13) ou MVL26A (cdc13-2), contenant le chromosome arti-
ficiel pRW11 L a été analysé par gel 20. La direction de migration des intermédiaires est indiquée 
par une flèche. Le profil de réplication en arc "bulle à Y" est indiqué par des pointes. La sonde 
utilisée est pVZ1 (voir texte). 
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CHAPITRE II
Identification de gènes dont la surexpression supprime le phénotype de
sénescence associé à l'absence d'activité télomérase et de recombinaison
homologue.
Préambule
Pour identifier de nouvelles voies de maintien des télomères chez la levure,
nous avons utilisé une souche chez laquelle toute activité de maintien des
télomères a été abolie suite à la délétion génomique des gènes TLC1 et RAD52
{tlc1 rad52). Cette souche est cependant maintenue en fournissant les gènes
absents du loci génomique sur un plasmide centromérique contenant un marqueur
uracile. Par contre-sélection de ce marqueur sur un milieu contenant du 5'-F0A
nous obtenons au bout de deux à trois jours des colonies formées chacune à partir
d'une cellule effectivement mutantes {tlc1 rad52). Grâce à des cultures liquides
successives, nous avons déterminé la cinétique de croissance de cette souche et
analysé la dynamique de ses télomères. Nous avons également introduit dans les
souches tlc1 rad52 une librairie de surexpression génomique de levure, bien avant
l'apparition de la sénescence, de façon à identifier des gènes et de caractériser les
mécanismes contribuant à la survie.
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Objectif du projet
Puisque la majorité des cellules cancéreuses humaines ont réactivé la
télomérase afin de maintenir leurs télomères, l'inactivation thérapeutique de
l'enzyme paraissait une stratégie anti-cancer prometteuse. Cependant, le fait
qu'une faible proportion de ces cellules maintient les télomères grâce à des
mécanismes alternatifs (ALT), vraisemblablement basés sur la recombinaison,
pourrait réduire l'efficacité de l'approche anti-télomérase (voir Introduction, section
7). Chez la levure S. cerevisiae, le maintien des télomères repose principalement
sur l'expression constitutive de la télomérase. Cependant, une souche de levure
dont l'activité télomérase a été abolie, par exemple par délétion de TLC1 (le gène
encodant pour la composante ARN, TLC1), peut maintenir ses télomères en
utilisant la recombinaison homologue contrôlée par RAD52 (voir Figure 9). Cette
situation, qui pourrait s'apparenter à celle des cellules ALT, nous sert de modèle
de base pour tester l'existence de mécanismes additionnels de maintien des
télomères. Le but de ce projet est d'identifier des gènes capables de supprimer le
phénotype de mort massive associée à l'absence des deux mécanismes de
maintien des télomères connus.
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MATÉRIEL ET MÉTHODES
Plasmides et librairie de surexpression génomique
Le plasmide centromérique pAZ1RAD52 construit par Pascale Labrecque, a
été généré en plusieurs étapes. Le plasmide pAZ1 (Beeler et al., 1994), un dérivé
du vecteur pRS316 (Sikorski et Hieter, 1989) contenant les gènes TLC1 et URA3,
a été digéré par Xho\ et traité à la Klenow pour générer des extrémités franches.
Le fragment ainsi produit a servi à sous-cloner un fragment de restriction Sa/1 de
3.3 kpb contenant le gène RAD52 pour générer pAZ1RAD52. Le fragment Sa/1
était originellement présent sur le plasmide pVL191 (gracieuseté de V. Lundblad,
données non publiées) par clonage au site Sa/1 du vecteur YEp24 (Botstein et al.,
1979). Le plasmide de délétion pUC8R52HIS a également été construit par
Pascale Labrecque en plusieurs étapes. Le plasmide pUC8R52 a d'abord été
généré par insertion du fragment Sa/1 de 3.3 kpb, provenant de pVL191 et
contenant le gène RAD52, dans le vecteur pLIC8 (Vieira et Messing, 1982).
pUC8R52 a par la suite subi une digestion partielle, puis traité à la nucléase du
haricot mungo (mung bean) de façon à supprimer le site Sph\ le plus externe,
générant le plasmide pUC8RAD52S. La double digestion de pUC8RAD52S par
C/al et Sph\ a permis de retirer la région centrale de RAD52, laissant des
séquences de 1.2 et 0.9 kpb respectivement en amont et en aval du fragment
retiré. Le fragment résultant a été utilisé comme vecteur pour un fragment de 1.6
kpb contenant le gène HIS3, obtenu par digestion du plasmide pHIS3 (fragment
SamHI de HIS3 cloné dans pUC9) par BamH\ et traitement à la Klenow.
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La librairie de surexpression des gènes de la levure (obtenue de K. Runge)
a été créée par digestion de l'ADN génomique de S. cerevisiae avec Sau3A\ et
insertion des fragments de -10 kpb dans le site BambW du vecteur YEp24. Les
plasmides résultant ont servi à transformer une souche de E. coli au cours de trois
expériences séparées de façon à produire trois lots indépendants (Carison et
Botstein, 1982) nommées L1 (1.4 pg/pL), L2 (1.4 pg/pL) et L3 (0.6 pg/pL). La
probabilité de retrouver le géne d'intérêt est de 95% en criblant 7500
transformants (K. Runge, communication personnelle).
Souches
Lucie Laliberté a interrompu le géne RAD52 avec le marqueur HIS3 à un
des loci génomiques de la souche LICC3535 (gracieuseté de M. Singer et D.
Gottschling, données non publiées) par transformation d'un fragment Sa/1
provenant de pUC8R52S, pour générer la souche LLYD1 {MATa/a ura3-52/ura3-
52 Iys2-801/lys2-801 ade2-101/ade2-101 trp1-A1/trp1-A1 his3-A200/his3-A200
Ieu2-A1/Ieu2-A1 DIA5-1/DIA5-1 TLC1/tlc1 ::LEU2 RAD52/rad52::HIS3). DIA5-1
référé à l'intégration dirigée du géne ADE2 juste avant les séquences télomériques
du chromosome V-R. Lucie Laliberté a également transformé LLYD1 avec le
plasmide pAZI RAD52, sporulé les cellules et disséqué les tétrades de façon à
isoler les spores LeuYHis^ contenant la double délétion tlc1 rad52. LLY15 {MATa
ura3-52 Iys2-801 ade2-101 trpl-AI his3-A200 \eu2-A1 VR-ADE2-T tlc1::LEU2
rad52::HIS3), une des spores obtenues a servi de souche de départ pour les
expériences effectuées lors de cette étude. À toute fin pratique, la souche LLY15
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possède tous les attributs d'une souche de type sauvage puisque les télomères
sont maintenus à une longueur normale grâce à la présence du plasmide
pAZ1RAD52. LLY15 devient effectivement mutante pour TLC1 et RAD52 suite à la
contre-sélection du plasmide portant un marqueur URA3 sur pétris contenant de
l'acide 5-fluoro-orotlque (5-FOA) (Boeke et al., 1987). Suite à la perte du plasmide
pAZ1RAD52, nous avons vérifié par analyse Southern que les gènes TLC1 et
RAD52 sont bien absents de leurs locl génomiques respectifs.
Milieux de culture
La croissance des levures se fait dans du milieu YC (voir Matériel et
méthodes, chapitre I) ou dans du milieu YP supplémenté avec 2% de glucose
comme source de carbone. Le cas échéant, les milieux ont été solidifiés par ajout
de 2% d'agar. À la différence du milieu YC, le milieu YP est un bouillon dont la
composition chimique exacte n'est pas définie. Ce milieu est composé notamment
d'extraits de levure et de peptones (produits de digestion enzymatique de
protéines animales).
Détermination de la cinétique de croissance
Pour l'étude de la cinétique de croissance, une colonie de la souche à
étudier est transférée dans 5 ml de milieu synthétique complet (YC) ou de milieu
riche (YP) et Incubée à 30°C. Toutes les 24 heures, la densité optique des cultures
est mesurée et chaque culture diluée à 10® cellules par mL dans un volume total
de 5 mL de milieu frais, de façon à assurer une croissance continue. Ces dilutions
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successives sont effectuées pendant 100 à 200 divisions cellulaires (générations).
Le nombre de générations g, effectuées par une cellule entre deux inoculations est
calculé grâce à la formule suivante: g = 3.3 (logio N - logio No) où Nq et N
correspondent respectivement au nombre de cellules inoculées et récoltées. La
souche mutante tlc1 rad52 a initialement passé 3 à 4 jours sur milieu 5-FOA afin
de sélectionner les colonies Lira- et forme une colonie d'à peu près 1mm de
diamètre (10^ cellules), ce qui correspond à environ 20 générations additionnelles
(go). Le nombre total de générations G effectuées par une cellule correspond à: G
= 9o + Z 9- La souche de type sauvage isogénique a été inoculée en parallèle
dans le milieu synthétique approprié.
Transformation et criblage de la librairie
Les colonies de la souche LLYD1, fraîchement poussées 20 générations
sur 5-FOA, ont été inoculées dans 5 mL de milieu pour 10 générations
additionnelles. Cette culture a été transformée avec 100 ng de librairie de
surexpression des gènes de levure, bien avant d'atteindre la fenêtre de mort
massive associée à l'absence de télomérase et de recombinaison homologue, en
utilisant une méthode à l'acétate de lithium hautement efficace (Gietz et al., 1995).
Le nombre de transformants nécessaires pour couvrir trois fois la librairie
est estimé à 22500. Le taux d'insertion dans la librairie L3, tel que déterminé par
transformation bactérienne et analyse de clones indépendants sur gel, est de 60%,
ce qui revient à cribler environ 38000 transformants.
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Suite à la transformation de la souche LLYD1, les cellules sont étalées sur
milieu synthétique YC-uraclle pour 3 jours, soit environ 20 générations. Afin de
déterminer la capacité du plasmide à contrecarrer la sénescence, chaque
transformant a par la suite été successivement strié sur milieu YC-uraclle pour
environ 100 générations. Lorsque des cellules passent le cap prédéterminé de la
sénescence, elles sont successivement striées sur milieu 5'-F0A (pour faire
perdre le plasmide de complémentation qui, a priori, permet la survie), puis sur
milieu YC (pour observer l'éventuelle apparition de la sénescence). Ce test permet
d'établir la corrélation entre la survie et la présence du plasmide. Trois colonies
Indépendantes Issues de la transformation ont également été Inoculées dans 5 mL
de milieu YC-uraclle afin de déterminer la cinétique de croissance.
Préparation de l'ADN et analyse de la longueur des télomères
Les cultures obtenues après un nombre déterminé de générations dans 5
mL de milieu liquide ont été transférées dans un tube Falcon de 15 mL, culottées,
rincées, et l'ADN génomique a été extrait en utilisant une version modifiée de la
méthode des billes de verre (Hoffman et Winston, 1987). Brièvement, le culot a été
mis en suspension dans 200 pL de tampon de broyage (2% Triton X-100, 1%
SDS, 100 mM NaCI, 10 mM Tris-Hcl, pH 8.0, 1 mM EDTA) et 300 pL de
phénol/chloroforme. Après l'Introduction des billes de verre lavées à l'acide, 2 mm
en dessous du ménisque, le broyage des cellules s'est effectué en 6 rondes de
vortexage à vitesse maximale pendant 30 s, suivi de 30 s d'Incubation sur glace.
Le liquide emprisonné entre les billes de verre suite au broyage des cellules et au
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rinçage des billes avec 200 [iL de TE (10 mM Tris-base, pH 7.5, 1 mM EDTA) a
été transféré dans un microtube propre à l'aide d'une pipette automatique. Suite à
la centrifugation à vitesse maximaie pendant 5 min à 4°C, la phase aqueuse a été
délicatement transférée dans un microtube neuf, traitée à la RNAse A à une
concentration finale de 75 pg/mL à 37°C pendant 30 min. L'ADN a été précipité à
l'éthanoi et mis en suspension dans 40 pL de TE et digéré par Xhol pour libérer les
fragments terminaux de restriction. 1 pg de i'ADN digéré a été séparé dans un gel
d'agarose 0.8% de 20 cm de long et transféré par capillarité sur une membrane de
nylon (Amersham Hybond-N+). Les bandes téiomériques ont été visualisées par
hybridation à 42°C avec une sonde constituée de séquences téiomériques de
levure et marquée par extension d'amorces aléatoires (Henikoff et Eghtedarzadeh,
1987).
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RÉSULTATS
La surproduction de Net1p empêche l'apparition de ia sénescence. Chez S.
cerevisiae, lorsque réiongatlon par la télomérase est Inactivée, les télomères
peuvent être maintenus par la recombinaison homologue contrôlée par RAD52. En
l'absence de ces deux voles, aucun survivant n'est généré. Les télomères
raccourcissent à l'extrême au bout de 50 générations et s'apparentent à des DSBs
à cause de la perte de leur structure protectrice. Cette situation Impose un arrêt du
cycle cellulaire à la faveur duquel les dommages sont réparés par NHEJ. Ce mode
de résolution entraîne les chromosomes dans des cycles de fusions-cassures et
aboutit à l'Instabilité génomique. L'accumulation rapide de dommages, combinée à
la forte pression de sélection, ne facilite probablement pas la mise en oeuvre
efficace de mécanismes de survie.
L'objectif premier de ce projet consistait à mettre en évidence de nouvelles
voles de maintien de l'homéostasle de la longueur des télomères. Comme ces
mécanismes additionnels peuvent être constitutivement réprimés, nous avons
pensé que la surexpression de facteurs clés Impliqués dans ces éventuelles voles
pourrait faciliter leur mise en oeuvre. Notre stratégie comportait plusieurs étapes.
Dans un premier temps, nous avons transformé la souche LLY15 {tlc1 rad52) à
environ 20 générations (bien avant l'apparition de la sénescence) avec une
librairie de surexpression de gènes de levure. Par la suite, nous avons effectué
des passages successifs de façon à dépasser le nombre prédéterminé de
divisions cellulaires pour la sénescence, soit 50 générations. Les plasmides
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conférant aux souches LLY15 une survie au delà de 100 générations ont été Isolés
et les gènes responsables caractérisés. Le criblage partiel de la librairie L3 a
permis de récupérer six clones dont la surexpression supprime la sénescence. Les
fragments chromosomiques portés par ces clones contiennent des gènes connus
et des ORFs non caractérisés (Tableau 4). Sur un de ces plasmides, le gène
responsable de la survie a été circonscrit à NET1.
Le produit du gène NET1 est une phosphoprotéine de 128.5 kD (kllodalton)
Impliquée dans la répression aux locl HMR et jouant un rôle central dans la
régulation de l'entrée en mitose. Nous avons observé que la surexproduction de
Netlp dans la souche LLY15 se traduit par une croissance lente mais soutenue
des cellules, au moins jusqu'à 200 générations. L'analyse des téloméres de ces
survivants en Southern montre un profil Inhabituel. Jusqu'à 75 générations, les
téloméres sont maintenus courts (-1.1 kpb) et on n'observe pas le profil de
réarrangement caractéristique de la recombinaison chez les survivants du type II
(Figure 13, pistes 2 à 5). À partir de 80 générations, les signaux télomériques
terminaux sont fortement réduits et substitués par un signal diffus en haut du gel
(Figure 13, pistes 6 et 7). Un profil similaire est observé par hybridation d'une
sonde Y' (données non-montrées). Indiquant que la survie ne se fait pas selon le
mode de recombinaison de type I (amplification des séquences Y'). Ces résultats
sur la survie associée à la surproduction de Neti p ont été obtenus avant ceux des
expériences sur la caractérisatlon des souches tlc1 rad52 (voir sections
suivantes). Ces dernières données Incitent à une nouvelle analyse du rôle de
netlp sur la survie. Bien que la présence de RAD52 n'ait pas été directement
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Clone Taille insert (kpb) Chromosome Genes 
8 4.5 IV RAD9 
12 10 X ISC3, NET1* 
26 >0.8 V RIP1, GEA2, URA3 
102 9.0 Ill HM La 
112 >0.8 V ? 
130 8 Ill BUD5, MATa 
Tableau 4. Gènes repêchés lors du cliblage de la librairie de surexpression génomique pour 
des survivants ttc1 rad52 (LLY15). Les gènes en rouge sont des candidats possibles à la suppres-
sion de la sénescence. Un point d'interrogation signifie qu'aucun gène n'a été identifié sur le frag-
ment. Une astérisque indique que le gène candidat a été isolé et testé pour sa capacité à 
promouvoir la survie. 
WT tlc1 rad52 + Net1 p 
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Figure 13. Effets de la surexpression de Net1 p sur le maintien des télomères des souches 
ttc1 rad52 (LLY15). La souche tlc1 rad52 contenant le plasmide pDW12 (2µm NET1) a été prélevée 
après 20 générations (pétris de transformation), inoculée en milieu liquide et diluée successivement 
jusqu'à 100 générations. L'ADN génomique a été préparé à partir des cultures à 65, 70, 75, 80, 85 
générations, digéré par Xho len vue de libérer les TRFs (voir Figure 1) et analysé par transfert 
Southern avec une sonde télomérique. Une souche tlc1 rad52 contenant le plasmide pAZ1 RAD52 
(CEN TLC1 RAD52) (WT) a été traitée de façon identique et sert de contrôle positif. 
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testées dans les souches tlc1 rad52 surexprimant NET1, il se pourrait que la
suppression de la phase de sénescence par surproduction de Net1p se soit
produite dans un contexte tlc1 et non tlc1 rad52.
Génération de survivants dans ies souches tlc1 rad52. Parallèlement au
criblage décrit dans la section précédente, nous avons voulu analyser les
caractériques de croissance de la souche LLY15. Cette souche haploïde dérive de
la sporulation d'une souche diploïde LLYD1 contenant le plasmide pAZ1RAD52.
Suite à la perte du plasmide pAZ1RAD52, la souche LLY15 devient effectivement
mutante {tlc1 rad52) et a passé environ 20 générations sans les gènes TLC1 et
RAD52 (voir matériel et méthodes). Plusieurs colonies de la souche LLY15 ont été
inoculées individuellement en milieu liquide et propagées en continu par dilutions
successives (Figure 14). La souche LLY15 transformée par le plasmide
pAZ1RAD52 se comporte comme une souche de type sauvage (Figure 14, WT) et
se divise indéfiniment avec une vitesse constante. Par contre, dans la souche
isogénique dépourvue du gène TLC1, la télomérase est inactive (Figure 14, tlc1).
Des études précédentes ont montré que les souches dépourvues de télomérase
arrivent à échapper à la sénescence en maintenant leurs télomères par la
recombinaison homologue contrôlée par RAD52. La croissance en milieu liquide
de ces souches se caractérise par une courbe en trois phases: (1) jusqu'à environ
50 générations on observe une phase de pré-sénescence au cours de laquelle les
télomères raccourcissent graduellement sans conséquences notable sur la
croissance: (2) cette phase est suivie de la sénescence matérialisée par un
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Figure 14. Génération de survivants dans les souches ticl rad52 (LLY15). Une souche tlc1
rad52 a été contre-sélectionnée sur milieu 5-FOA pour la perte du plasmide pAZI RAD52, inoculée
en milieu liquide. Des passages ont été effectués toutes les 24 heures par dilutions successives
jusqu'à 100 générations. Le nombre de générations a été déterminé avant chaque dilution. Les
souches isogéniques dépourvues de télomérase (tld) ou de type sauvage (WT) ont été traitées de
façon identique et servent de contrôles.
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plateau indiquant ia mort des ceiiuies; (3) une phase post-sénescence au cours de
laquelle une minorité des cellules recommence à se diviser constamment et
indéfiniment. Nous nous attendions à ce que la souche tlc1 rad52 ne sorte pas du
plateau de sénescence. Mais contre toute attente, nous avons observé une reprise
de la croissance dans une majorité de cas. L'analyse des télomères (Figure 15)
montre que ces survivants tlc1 rad52 maintiennent leurs télomères par un mode
de réarrangement similaire au type II (piste 4). En effectuant des passages de
CSHY76 (voir Matériel et méthodes, chapitre III), une souche tlc1 rad52 bien
établie, nous n'avons pas observé de survivants. Ce résultat va dans le sens des
observations faites pas d'autres groupes et impose une réévaluation des données
obtenues à partir de la souche LLY15.
Les survivants tlc1 rad52 ont acquis ie gène RAD52. En plus d'avoir un profil
de recombinaison similaire aux souches tlc1, nous avons observé que la souche
LLY15 est résistante aux agents de dommages à l'ADN comme la bléomycine et le
MMS (méthyl méthanesulfonate; données non montrées). Cette résistance aux
agents de dommage est caractéristique des souches compétentes pour la
recombinaison homologue. Afin de nous assurer que les survivants tlc1 rad52 que
nous avions précédemment obtenu ne maintiennent pas leurs télomères grâce à
un mécanisme dépendant de RAD52, nous avons à nouveau vérifié que ce gène
est bien absent. Nous avons analysé l'ADN génomique extrait de plusieurs
cultures indépendantes de survivants tlc1 rad52 par Southern avec une sonde
RAD52 (Figure 16). Chez le contrôle positif (WT, piste 6), on observe la bande de
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restriction Sspl attendue à 2014 pb. De façon inattendue, cette même bande est
aussi présente chez tous les survivants analysés, indiquant que le gène RAD52
s'est ré-intégré à son locus génomique. Le signal additionnel à environ 2700 pb
correspond bien au profil de digestion par Sspl du locus de RAD52 inactivé par
HIS3. Le mécanisme de réapparition de RAD52 reste indéterminé. Les résultats
décrits précédemment, concernant la survie des souches tlc1 rad52 grâce à la
surproduction de Netlp, doivent donc être ré-interprétés à la lumière de la ré
émergence du gène RAD52. La présence inattendue de RAD52 laisse néanmoins
entrevoir des mécanismes de survie basés sur la facilitation de la recombinaison
homologue (voir discussion).
Chapitre II Identification de gènes suppresseurs de la sénescence
78 
tlc1 rad52 WT 
30 36 42 55 1 M (kb) 
-1.6 
TRF -1.0 
1 2 3 4 5 
Figure 15. Maintien des télomères chez les survivants tlc1 rad52 (LLY15). L'ADN génomique 
provenant des souches tlc1 rad52 a été préparé à partir des cultures à 30, 36, 42, et 55 générations, 
digéré par Xhol en vue de libérer les TRFs (voir Figure 1) et analysé par transfert Southern avec une 
sonde télomérique. Une souche tlc1 rad52 contenant le plasmide pAZ1 RAD52 (CEN TLC1 RAD52) 
(WT) a été traitée de façon identique et sert de contrôle positif. 
tlc1 rad52 WT 
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Figure 16. Vérification de la présence de RAD52 chez les survivants tlc1 rad52 (LLY15). L'ADN 
génomique provenant de différents survivants tlc1 rad52 a été préparé à partir des cultures aux 
générations indiquées, digéré par Sspl et analysé par transfert Southern avec une sonde RAD52. La 
souche isogénique sauvage (WT) a été traitée de façon identique et sert de contrôle positif. Le frag-
ment de RAD52 dans une souche sauvage est de 2014 pb (pointe blanche). Le fragment provenant 
de l'interruption du gène RAD52 par le marqueur H/S3 est d'environ 2700 pb (pointe noire). 
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Préambule
Ce manuscrit rapporte la détermination de la structure secondaire de l'ARN
de la télomérase chez la levure S. cerevisiae. En utilisant la stratégie de FOR
basée sur les « voisins immédiats », nous avons cloné 7 ARNs de télomérase
provenant d'espèces du groupe des Saccharomyces « Sensu stricto », étroitement
apparentées à S. cerevisiae (Figure 17). La structure qui émerge des analyses de
covariation et des analyses biochimiques met en évidence 7 domaines conservés.
Ces régions contiennent des structures locales précédemment identifiées, mais
aussi de nouveaux éléments structuraux constituant des sites potentiels
d'association à des facteurs impliqués dans la maturation, l'assemblage et la
régulation de la télomérase. De plus, la comparaison de la structure secondaire de
l'ARN de la télomérase de levure avec celle des ciliés et des vertébrés révèle le
caractère ubiquitaire d'un pseudonoeud de type H au sein d'un noyau central
conservé.
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J'ai réalisé le clonage de tous les homologues de TLC1, les analyses
phylogénétiques, l'analyse informatique, les analyses biochimiques de l'ARN de
TLC1 ainsi qu'une partie des tests de complémentation.
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Objectif du projet
L'ARN de la télomérase joue un rôle catalytique et structural crucial au sein
du complexe enzymatique. Contrairement aux ciliés et aux vertébrés, les données
structurales présentement disponibles sur l'ARN de la télomérase chez la levure
sont fragmentaires et ne permettent pas d'avoir une vue globale des interactions
ARN-protéines au sein de la télomérase. Considérant que la levure est un outil
génétique de choix, la détermination de la structure secondaire de TLC1
contribuera à mieux comprendre l'assemblage et la maturation de la télomérase.
L'objectif de ce projet est d'établir une structure secondaire modèle pour TLC1 en
utilisant l'approche phylogénétique consolidée par des analyses biochimiques.
Une condition sine qua non pour atteindre cet objectif est d'accroître le bassin de
séquences homologues disponibles à partir d'espèces apparentées dans
l'évolution.
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SUMMARY
Background: Telomerase is a ribonucleoprotein complex whose RNA moiety dictâtes
the addition of spécifie sequences onto chromosomes ends. While relevant for certain
human genetic diseases, the contribution of the essentiel telomerase RNA to RNP
assembly still remains unclear. Phylogenetic analyses of vertebrate and dilate
telomerase RNAs revealed conserved elements that potentially organize protein
subunits for RNP function. In contrast, the yeast telomerase RNA could not be fitted to
any known structural model and the limited number of known sequences from
Saccharomyces species did not permit the prédiction of a yeast spécifie conserved
structure.
Results: We cloned and analyzed the complété telomerase RNA (TLC1) loci from ail
known Saccharomyces species belonging to the "sensu stricto" group. Complémentation
analyses in S. cerevisiae and end-mappings of mature RNAs ensured the relevance of
the cloned sequences. Using phylogenetic comparative analysis coupled with in vitro
enzymatic probing, we derived a secondary structure prédiction of the Saccharomyces
cerevisiae TLC1 RNA. This conserved secondary structure prédiction includes a central
domain that is likely to orchestrate DNA synthesis and at least two accessory domains
important for RNA stability and telomerase recruitment. The structure aiso reveals a
potential tertiary interaction between two loops in the central core.
Conclusion: The predicted secondary structure of the TLC1 RNA of S. cerevisiae
reveals a distinct folding pattern featuring well separated but conserved functional
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elements. The predicted structure now allows for a detailed and rationally designed
study to the structure-function relationships within the telomerase RNP-complex in a
genetically tractable system.
INTRODUCTION
Telomeres, the terminal portion of the linear eukaryotic chromosomes, are composed of
specialized nucleoprotein complexes that ensure protection of chromosomal DNA [1, 2].
Telomeric DNA comprises spécifie short direct repeats and their maintenance is assured
by a specialized ribonucleoparticle (RNP) called telomerase. Minimally, telomerase
contains the catalytic protein component TERT (TEIomerase Reverse Transcriptase;
Est2p in yeast [3, 4] and an associated RNA moiety (TER: TEIomerase RNA; TLC1 in
yeast, [5, 6]). The addition of telomere-specific repeated sequences is templated by a
small segment residing on this essentiel RNA moiety [5, 7]. In addition to this templating
fonction, the TERT/telomerase RNA complex provides constitutive or transient binding
sites for a variety of other proteins, some of which are essentiel for in vivo activity [4, 8,
9]. For humans, telomerase activation is closely associated with cellular immortalization
and ultimately cancer development, but the clinical importance of telomerase extends
beyond this rôle in cancer since several genetic diseases such as dyskeratosis
congenita and aplasic anaemia have been associated with mutations in the RNA subunit
of telomerase [10]. Therefore, the RNA component of telomerase may have additional
and so far unknown rôles in cellular metabolism which may be associated with RNP
maturation.
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In Saccharomyces cerevislae, the telomerase RNA (TLC1) is about 1,200 bases long,
transcribed by RNA polymerase II and maturated through acquisition of a 5'-
trimethylguanosine cap and in association with Sm-proteins [5, 11, 12]. Previous work
based on mutagenesis, délations and sequence comparisons between distant yeasts
established a few functional elements of this RNA: an essential central portion of that is
associated with TERT/Est2p [13], a conserved bulged stem that is important for Estlp
association [14], a conserved short stem that serves as template boundary element [15],
and a stem loop element that binds the Yku-complex [16, 17]. However, the global
structure of the TLC1 RNA remained unknown, which hampers the understanding of the
mechanism of the telomerase RNP biogenesis and function. Phylogenetic analysis of
primary sequence comparisons is amongst the most powerfui tools to arrive at a working
model for the secondary structure of RNAs [18-21]. This approach has been
successfully used to establish secondary structures of the ciliate and vertebrate
telomerase RNAs [22-25]. However, for Saccharomyces species, the limited availability
of sequences derived from evolutionary closely related species as well as the large size
of the TLC1 RNA were major obstacles for a similar approach.
Here we report the cloning, sequencing and functional analysis of the TLC1 genes of ail
Saccharomyces species being part of the closely related "sensu stricto" group [26].
Individuel pair-wise comparisons of the individuel sequences to the Saccharmyces
cerevisiae S288C RNA revealed homologies that range between 98% and 59%, which
allowed a reliable sequence alignment and covariation analyses of base-pairs in
predicted stems. Selected régions in the predicted structure were subsequently
confirmed by biochemical mapping. The proposed secondary structure is consistent with
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the previousiy established sub-elements and reveals a central domain that is likely to
associate with TERT/Est2p to orchestrate DNA synthesis, as weli as at least two
accessory domains Important for RNA stablilty and telomerase recrultment. FInally, a
comparison of the proposed structure for the yeast RNA wIth those of the vertebrate and
dilate RNAs suggests that the central core eiement may have a conserved structurai
organizatlon.
RESULTS AND DISCUSSION
Identification of new telomerase RNA qenes of Sacchromvces specles of the "sensu
stricto" qroup.
In order to elucidate the secondary structure of telomerase RNA In Saccharomyces
cerevislae, we Identifled strains In which the RNA sequences are close enough to allow
juxtaposition of homologous réglons, but diverge sufflclently to allow for covarlatlon rates
adéquate for structural prédiction. Based on publlshed sequence slmllarltles, ail specles
from the Saccharomyces "sensu stricto" group were selected [27], These Include S.
cerevislae S288C and Its variant S. cerevislae SK1, S. paradoxus, S. carlocanus, S.
mikatae, S. kudriavzevil, S. bayanus, and S. pastorlanus [28]. S. pastorlanus, whIch Is
thought to be a natural hybrid between S. cerevislae and S. bayanus was Included In
order to Increase sequence varlablilty, thereby Increasing chances of covarlatlon [29].
Primary sequences of telomerase RNAs are known to diverge significantly, even
between closely related specles [22, 23] and a direct amplification of the sequences
from the selected specles proved unsuccessful. However, protein encoding sequences
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bordering the TLC1 loci are more conserved and underlying DNA sequences could be
predicted more reiiably, particularly for stretches of highiy conserved amino acids of the
respective proteins [27], We took advantage of this fact and the relative compactness of
yeast genomes to clone the complété TLC1 loci from ail the specles mentloned above
using thIs nearest neighbour-based strategy (see Expérimentai Procédures). The
candidate homologues were Inserted Into pADCEN26, downstream an Inserted
transcription terminator région of the ADH1 gene. This system allows transcription of the
presumptive RNA by its own promoter while preventing read-through transcription
originating from upstream vector sequences; thus, only genes with functional promoters
produced RNA from these vectors. In order to ensure that the cloned loci corresponded
to functional TLC1 loci, constructs containing the various cloned TLC1 loci were
introduced into a S. cerevisiae strain lacking its own TLC1 gene (Table 1). In this host, a
disruption of both telomerase fonction by a deletion of the TLC1 gene and an abolition
the major recombination pathway by deleting RAD52 leads to progressive telomere
shortening with an incidental loss of viability after 40-50 générations, called senescence
[30]. Haploid strains expressing a candidate TLC1 homologue but lacking both TLC1
and RAD52 genes (tlc1/rad52) were tested for their ability to grow past replicative
senescence and to maintain telomere homeostasis (Table 1 and Expérimental
Procédures). Two independent clones of each candidate were restreaked for 100
générations, far beyond the pre-determined senescence point (see empty plasmid, the
négative control in Table 1). The gene from S. cerevisiae (S288C; positive control, as
well as SKI) and the candidate genes derived from S. paradoxus, S. cariocanus, S.
mikatae, S. kudriavzevii, and S. pastorianus were able to complément the TLC1
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disruption. In contrast, the locus derived from S. bayanus did not (Table 1). Plasmid ioss
experiments confirmed that complémentation was dépendent on the introduced loci
(Table 1). In addition to oeil viability, the average length of the telomeric repeat DNA was
aiso assessed in this experiment (data not shown). Consistent with the survival data, the
telomeres in ail complemented strains retained an overall structure similar to wild-type
strains with no indication of recombination based maintenance. However, the actual
average lengths of the repeat tracts in the individuel strains were shortened to varying
extent, the shortest stable telomeres being présent in cells containing the S. pastorianus
TLC1 locus (data not shown). These results are consistent with the cell survival
phenotypes as the cells with the S. pastorianus TLC1 gene died most rapidiy after
plasmid Ioss (Table 1). We conclude that except for the S. bayanus locus, the cloned
loci of ail species can direct transcription of a complementing RNA in S. cerevisiae.
Therefore, the heterologously expressed RNAs must mature and fold into a similar
structure as the one of the host cells in order to be able to associate with the various
endogenous S. cerevisiae proteins to form an active RNP. The incapacity of the S.
bayanus locus clone to complément may reflect either a lack of RNA functionality and/or
promoter incompatibility. In any case, an analysis of the recently sequenced S. bayanus
genome revealed that the cloned sequence is the most likely candidate for the
telomerase RNA [27].
RNA sizes and the mature 5'- and 3'-ends.
In S. cerevisiae, the TLC1 RNA is présent in two distinct forms: a less abundant
polyadenylated transcript and a much more abundant non-polyadenylated form of about
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1,200 nucleotides (nt) [5, 11]. The non-polyadenylated species is thought to be the
functional RNA présent in the RNP and its 3'-end has been mapped to various positions
after a Sm-protein binding element ([11, 31] and see below). Taking a previousiy
proposed 5'-end for the S. cerevisiae RNA and the compietely conserved Sm-binding
site as markers, the aligned sequences derived from al! species predicted RNA sizes
ranging from about 1160 nt (S. cerevisiae, S. cariocanus, S. paradoxus) to 1220 nt (S.
mikatae, S. kudriavzevii, S. bayanus, S. pastorianus)(See supplemental Fig. SI). In
order to establish whether such RNAs are indeed expressed in the various species, we
performed Northern blots with RNA derived from ail the species listed above (Fig. 1). A
mix of species-specific probes revealed the presence of a major RNA band in ail species
and, in some cases, a minor band. The estimated sizes for the major bands coincide
well with the predicted sizes derived from the sequencing efforts. We conclude that the
cioned sequences are expressed in the particular species as RNAs of the predicted
sizes, strongly suggesting that we indeed have the genes encoding the functional TLC1
RNAs of the corresponding species.
In order to properly align the telomerase RNA sequences, we mapped the in vivo 5'-
ends of the TLC1 RNAs by primer extension using total cellular RNA from S. cerevisiae
(S288C, SKI), S. paradoxus, S. cariocanus, S. mikatae and S. kudriavzevii (example for
S. cerevisiae is shown in Fig. 2). Primer extensions were performed using species-
specific radiolabeled primers that annealed 30-70 nucleotides downstream of the 5'
terminus that was previousiy proposed for the S. cerevisiae RNA [5]. Surprisingly, the
major band corresponding to the S. cerevisiae RNA 5'-end was mapped to a guanosine
residue 10 nucleotides downstream of the previousiy proposed 5'-end (Fig. 2). This
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major band is spécifie to the TLC1 RNA, since it was net observed when total RNA
derived from a strain lacking the TLC1 RNA was used as a template (lane 3, Fig. 2). In
addition, the observed transcription termination does not represent a prématuré stop of
the reverse trancriptase, as no such stops are generated on an in vitro transcribed TLC1
RNA covering the same région (lane 2, Fig. 2). In addition, the position of the major
band representing this mature 5'-end remained unchanged, irrelevant of the position of
the primer used (data not shown). Therefore, we chose this nucleotide as the "+1"
position of the S. cerevisiae TLC1 RNA. As expected, the major 5'-ends of the S.
paradoxus and S. cariocanus TLC1 RNAs, the sequences of which are highiy
homologous to that of S. cerevisiae in this région, mapped to the same nucleotide
position, indicating a conserved mature 5'-end for these three RNA species (Fig. S1 and
data not shown). The determined 5'-ends of the S. mikatae and S. kudriavzevii RNAs
are 17 and 20 nucleotides upstream with respect to the S. cerevisiae 5'-end. Curiousiy,
in S. cerevisiae, a minor fraction of the TLC1 RNA molécules aiso have extended 5'-
ends (lane 4, Fig. 2). It remains to be established whether these molécules are mature
TMG-capped RNAs or potentiel processing intermediates. Inclusion of the extra
nucleotides did not influence the overall folding of the complété RNA molecule derived
from any of the species and for simplicity reasons, they were not incorporated in the
structure proposed below. The 3' terminus of S. cerevisiae TLC1 RNA was previousiy
shown to be located downstream the Sm-binding site [11, 31]. In order to compare the
3'-ends of S. cereivisiae with those of other species, we performed 3'-end mappings
using RNase protection assays. The RNA probe covered the région from 61 nt upstream
to 295 nt downstream relative to the S. cerevisiae Sm-site. As previousiy observed by
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similar RNase protection assays [31], the major 3'-end of the S. cerevisiae TLC1 RNA is
located in a run of uridine resdiues, about 10 nucleotides downstream of the Sm-site
(Suppl. Fig. SI and data not shown). However, we aiso detected minor bands Indicating
the presence of additlonal 3'-ends about 80 nucleotides further downstream (data not
shown). These positions are consistent with previous 3'-end déterminations using an
RT-PCR method [11], and also with the sequences retrieved originally on cDNA clones
[5]. The sequence around the Sm-site is 100% conserved in ail species analyzed here,
such that the alignment of the 3'-ends at this site can be made with high confidence.
Therefore, we aligned the sequences at this major 3'-end located about 10 bases
downstream of the SM-binding site for the prédiction of the conserved TLC1 structure. In
order to investigate the impact of the ~ 80 nucleotide-extension downstream of the Sm-
site, we independently folded the RNAs containing this extension. This analysis
demonstrated that the 3'-extension can fold into what appears to be a indépendant
conserved structure by itself, but which does not influence or change the folding of the
global structure reported in figure 3 (data not shown).
Taken together, our data establish the mature 5'-end of the TLC1 RNA and suggest that
a major 3'-end is located about 10 nucleotides downstream of the conserved Sm-site.
These anchor points allowed a robust sequence alignment of ail RNAs and formed the
basis for the structure prédiction.
Establishment of a secondarv structure model based on phvloqenetic anaivsis.
In order to dérivé a secondary structure for the yeast telomerase RNA, we followed an
itérative procédure consisting of sequence alignment, a computer-aided folding that
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predicts thermodynamically stable helices, and covariation searches (see Expérimental
Procédures). A conserved région was defined as a région containing at least five
nucieotides conserved in ail species and harbouring gaps of no more than three
consécutive nucieotides. There are about 17 such conserved régions in the TLC1
sequences (see Suppi. Fig. 1S). These régions inciude two biocks of complété identity
that were expected: the first is the template région ( 5'-ACCACACCCACACA-3') that
dictâtes the addition of teiomeric sequences onto chromosome ends [5]. The second
anticipated conserved sequence is the Sm-motif (see above; 5'-AAUUUUUGGAA-3')
that binds Sm-proteins and is important for RNA stabiiity [12, 32]. The overaii simiiarities
between the various RNAs and that of S. cerevisiae S288C ranged in between 59% (S.
pastorianus) and 98% (S. cerevisiae SKI), which is within the optimal range for
performing phylogenetic comparative analyses (see Supplemental Table SI; [33]). We
note that this primary sequence divergence of the TLC1 RNAs of the species in the
"sensu stricto" group is comparable to existing data on these species [27, 34, 35]. Thus,
the TLC1 sequences determined here are consistent with the notion that S. cerevisiae is
about equidistant to S. bayanus and S. pastorianus. While this work was in progress,
whole genome sequences of two distantly related "sensu lato" yeasts became available
(S. kluyveri and S. castellii, [27]). In order to détermine the extent of homology between
the "sensu stricto" and "senso lato" telomerase RNA sequences, we searched for
homologues in these genomes using conserved sequence elements described above,
including the predicted template sequences. We were able to identify a potential
sequence for the S. castellii TLC1 RNA, but due to the increased primary sequence
divergence, a reliable sequence alignment for the complété RNA was not possible (data
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not shown). In addition, chromosomai synteny In the région of TLC1 Is not maintained
between the "sensu stricto" and "sensu lato" species and therefore, a cioning approach
using the nearest neighbour was not feasibie for the other "sensu lato" species. This
suggests that attempts to enhance the confidence of phyiogenetic analyses on the
predicted secondary structure of the TLC1 RNA for Saccharomyces species wiii require
the identification of sequences in new species or in depth biochemicai mappings.
The overaii predicted structure of the RNA comprises seven major heiicai domains
organized around a centrai muiti-branched ioop (Figs. 3 and 4); designated i through Vil.
Heiices i to Vi emerge directiy from the centrai ioop, whiie domain Vil is iinked to domain
i by a short singie-stranded région. The 5' and 3'-ends of the RNAs are predicted to be
in dose vicinity, which is typicai for non-coding yeast RNAs [36-39]. Heiicai segments
within a domain can be considered very iikeiy to exist if covariation is found for two or
more base pairs within the given heiix [33, 40]. The covariations supporting the
proposed structure are summarized in Table 2. Based on these criteria, the existence of
10 of the predicted 15 heiices is weii supported by covariation anaiysis (Table 2). Heiix i
is unusuaiiy long and uniikeiy to be organized in a iinear fashion as drawn out here.
Upon inspection of the sequences invoived in the formation of this heiix, we noticed
stretches with highiy differing degrees of either primary sequence conservation or
occurrence of covariations (Fig. 3). As a first approximation, we divided heiix i into 3
segments (Fig. 4): the sequences making up segment A are highiy conserved,
predicting a conserved fonction. Segment C is iess conserved, but does not inciude
significant instances of covariation. in contrast, segment B is made up of many variable
nucieotides and contains 13 covarying bps over the stretch of 43 bps (for S. cerevisiae.
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Figs. 3, 4). Therefore, the helical nature of segment B is extremely well supported by the
covariation analysis. In our model, we retain segments A and B as heilces only because
we could not obtain evidence supporting an alternative structure. Three of the non-
supported helices (stems Ni, IVb and Vi) inciude sequences that are highiy conserved
(s50% complété sequence conservation, see Fig. 3). This very high conservation may
suggest a conserved function, but in the absence of covariation, it cannot be
distinguished whether the function is supported by the predicted structure, a différent
structure, or a primary sequence. Other unsupported stems inciude Vile and Vlld, which
résidé in dose proximity to each other and their structure thus at this point aiso
remained unclear (Figs. 3, 4).
In order to clarify some of these uncertainties and to directiy test the capacity of the RNA
to foid in vitro, we probed in vitro transcribed TLC1 RNA of S. cerevisiae S288C for
RNase H accessibility using spécifie DMA oiigonucieotides targeting seiected régions on
the RNA. The premise of this approach is that singie-stranded régions wiii be accessible
to binding by oligonucieotide probes, leading to RNase H-dependent cieavage, while
heiicai régions wiii not. We first probed two régions of aimost certain structure to
evaiuate the fidelity of the approach and to estabiish controls for the quaiity of the
RNase H cieavage reaction. The tempiate région was chosen as a positive controi for
cieavage. This région is likely to be singie-stranded as it must be accessible for the
association with teiomeric DNA, and for other teiomerase RNAs, the région was
previously shown to be singie-stranded in vivo [41]. As négative controi, we directed an
oligonucieotide to heiicai région lia, a short tempiate-proximal stem that is invoived in a
tempiate boundary function [15]. Thus, whiie the tempiate région should be accessible
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for RNase H cleavage in both folded and denatured RNA, hélix lia should only be
accessible when the RNA is kept in denaturing conditions. As expected, the template
région of TLC1 RNA was fully accessible to oligonucleotide hybridization and RNaseH
cleavage, even after RNA renaturation (oligo RH459, Fig. 4). In contrast, hélix Ha was
only appreciably cleaved when the RNA was denatured (oligo RH133, Fig. 4). The clean
cleavage patterns observed with these limited control sites aiso suggest that the in vitro
RNAfolding produces a fairly homogenuous RNA structure. Complementary
oligonucleotides targeting spécifie other régions of the RNA were thus used in
subséquent RNAse H experiments as outlined on the predicted structure in Fig. 4
(cleavage patterns at selected sites are shown in Fig. 4B, and data not shown). The
results of the probing experiments were included in the itérative process of phylogenetic
analyses and revealed a strong overall congruency between the proposed RNA
structure for S. cerevisiae and accessibility of the RNA to Rnase H-mediated probing
(Fig. 4A).
Since the RNaseH accessibility experiments were performed on in vitro transcribed and
folded RNA, they do not necessarily provide direct indications for the presence or the
absence of a given structure by themselves. However, in the context of the predicted
structure that is supported by phylogenetic analyses, such experiments can lend a
strong support for the proposed structure. More importantly, a disagreement between
the biochemical and phylogenetic data flags problematic régions that need to be
analyzed further.
In our prédiction of the secondary structure of the S. cerevisiae TLC1 RNA, there is an
almost perfect corrélation between sequences predicted to be in helices by covariation
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and relative inaccessibility of such strands to RNase H mapping. Interestingly, ai! helices
which were established by previous genetic experiments are indeed helices by our
analyses. Such areas include a conserved bulged stem (IVc), the structure of which has
been shown to be important for association of an essential factor for in vivo telomerase
activity (Est1p, [14]). Résistance of the conserved stem Ha, a boundary elementfor
telomerase-mediated reverse transcription [15, 42], is discussed above. The analyses
here aiso show covariation and RNase H support for the predicted stem Ile. Previous
analyses of this area strongly suggested a hélix and this stem was later shown to be
important for Ku-protein binding and telomerase recruitment [16, 17].
The predicted terminal loop on stem VIId is clearly accessible to the mapping while
stems Vllb and Vlla adjacent are not (RH1059, RH1009 and RH980, Fig. 4). Thus, while
our data do not prove the précisé organization of the région around stems Vllb-d, they
are consistent with the organization presented.
A spécial case was found to be présent on the terminal loops of stems V and VI
(locations RH717, RH740, RH761 and RH765, Fig. 4A). These loops are predicted to be
single-stranded but clearly, the left sides of both loops are relatively inaccessible to
RNase H probing (Fig. 4B). At ieast for the loop of stem VI, this inaccessibility is uniikely
due to a général occlusion of the site for oligonucleotide or enzyme access, since an
onligonucleotide targeting the right side of loop VI directs quite efficient RNase H-
mediated cleavage (oligo RH765, Fig. 4B). Upon further inspection of the sequences in
these loops, we noted an almost perfect complementarity between sequences
overlapping those targeted by RH717 and RH761. In addition, this complementarity is
highiy conserved in the TLC1 sequences from ail species analyzed here (see Figs. 3
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and S1). It is therefore tempting to speculate that these loops interact with each other to
form a tertiary interaction. Intriguingly, this pseudo-knot structure would lie in an area
that was previousiy shown to interact with the catalytic subunit of the yeast telomerase
(Est2p, [13]). A pseudo-knotted structure in the vicinity of the predicted catalytic center
comprising the template région is also a conserved element for vertebrate and ciliate
telomerase RNAs [22, 25, 43]. Furthermore, a similar pseudo-knot at a presumably
analogous position was found to be an essential element for the fonction of K. lactis
telomerase RNA [44]. Given that the yeast Est2p protein clearly has recognizable
similarities to catalytic subunits of telomerases in other organisme [3], it would make
sense that the associated RNAs would also display similarities. Thus, our structure is
also consistent with the presence of a tertiary RNA interaction forming a pseudo-knot in
the area of TERT/Est2p interaction. In the Saccharomyces RNAs, this pseudo-knot
could be formed by an interaction of the terminal loops of stems V and VI.
Overall, the predicted structure could be divided into at least three functional régions: (i)
the central core which may include the template région and stems III, IVa-c, V and VI.
This element would associate with the core proteins for enzymatic activity in vivo (Est2p,
Estlp and perhaps others). It would also include a potential pseudo-knot and a template
boundary element (proximal part of stem lia, [15]). A second région (il) involves stems
lla-d. The distal end of this domain has been shown to be associated with the yeast Ku-
proteins and a terminal deletion of that stem Ile is tolerated, but produces short
telomeres [17]. Clearly, there is variability around the stems llb and lld with some yeast
species probably having additional stems (llb_1 and lld_1, see insets Fig. 3). The
complété area that includes tems Ile, lld and lld_1 was deleted from the S. cerevisiae
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molecule and in a separate experiment, stem llb was aiso removed. For both cases, the
remainlng molécules compiemented a TLC1-deletion (data not shown). Thus, as
proposed previousiy, the distal areas of stems llb-d are non-essentia! but could function
as recruitment domain via the Ku-proteins [16]. The third région (iii)(stems Vlla-c and
the single-stranded 3'-end) is separated from area (i) by quite a large domain (stem 1),
which probably bas functional sub-elements. From délations studies, there is evidence
that area (iii) is also non-essential [13]. However, a région in the telomerase RNA of K.
lactis and which could be analogous to stems Vil appears essential for K. lactis
telomerase function [45]. Finally, the distal most 3'-end région, which includes the Sm-
binding site, clearly influences the stability of the RNA [12]. In addition, the existence of
RNAs with extensions of up to 80 nt downstream of the major 3'-end near the Sm-site
suggests additional, and as yet unknown processing events. It remains to be determined
whether the rest of area (iii) also contributes to RNA stability or whether this région is
involved in other aspects of RNP function. For example, the mature yeast RNP is
thought to function as a dimer [46], but the region(s) on the TLC1 RNA contributing to
this multimerization are unknown.
Large structural elements of the yeast telomerase RNA could be non essential [13, 45].
Precedence for an addition of large, yeast-specific and non-essential sequences to
otherwise conserved non-coding RNAs is also provided by the spliceosomal U1 and U2
snRNAs [37, 47-49]. Much of the yeast U1 and U2 snRNA sequences are dispensable
for function and homologous sequences are absent from the vertebrate snRNAs.
However, an important functional domain of the yeast LU snRNA folds into a structure
that is highly similar to that of the vertebrate RNA [47, 49]. Given the detailed structural
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organization of the yeast telomerase RNA presented here, it will be interesting to
détermine whether a much smaller functional RNA with conserved structural domains
can be derived.
CONCLUSIONS
We présent a detailed working secondary structure mode! for the large S. cerevislae
telomerase RNA. The structure suggests sub-elements with functional simllaritles to the
vertebrate and dilate RNAs, as well as yeast spécifie elements. The prédiction now
allows for a detailed molecular genetic and blochemical analysis of the telomerase RNP
In a genetically tractable System.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES
Yeast species and nucleic acids
The yeast strains used in this work are listed In Supplemental Table 82. Yeast
transformations were performed using the LiAc/ssDNA/PEG method as described in
[50]. Haploid yeast strains were generated by sporulation in 0.5% KOAc at 26°C,
followed by tetrad dissection. For ail haploid oeil analyses, strains were derived from
four tetrads that showed the expected 2:2 ségrégation patterns. Genomic DNAs for FOR
amplification of TLC1 loci from "sensu strico" species were isolated using a CsCI-method
as described previousiy [51]. Genomic DNA for Southern blot analysis was isolated
using a glass bead method [52]. RNA extractions were as described previousiy [53],
PCR reactions were carried out on a Techgene thermal cycler. Oligonucleotides used in
this work are listed in Supplemental Table 33.
PCR amplification, plasmid construction and seauencinq
For cloning of the TLC1 loci, initial rounds of PCR amplifications were performed using
oligonucleotides designed to align in the vicinity of the TLC1 gene. The S. cerevisiae
genes PDX3 and CSG2 flank the TLC1 gene and homologues can be found in more
distant hemiascomycetous yeasts (Genolevures online Database:
http://cbi.labri.fr/Genolevures/). Therefore, we reasoned that such genes would be
présent in ail species of the "sensu stricto" complex, which are the yeast species most
closely related to S. cerevisiae. Moreover, chromosomal synteny between species of
this group is very high and we assumed it was maintained around the TLC1 locus. Thus,
based on highiy conserved sequences of PDX3 and CSG2 genes, forward and reverse
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primers were designed. PCR fragments were cloned, sequenced and new primera, now
spécifie for each species, were subsequentiy designed such as to amplify full-length
candidate TLC1 homologues. The primer pairs used in a final round of PCR can be
found in the Supplemental Table S3. Each 25-pl reaction contained 10 mM Tris-CI, pH
8.8, 25 mM KCI, 5 mM (NH4)2S04, 2.5 mM MgCI2, 0.2 mM each dNTP, 1.5-2.5 U Pow
polymerase (Roche), 20 pmol of each primer and 50 ng of genomic DNA from the
appropriate species. Amplification was carried out with 1 cycle at 94°C for 2 min, 35
cycles at 94°C for 15 s, 50°C for 30 sec and 72°C for 2 min, and one final cycle at 72°C
for 5 min. Reaction products were digested using unique restriction enzyme sites added
to each primer, gel-purified using QIAquick gel extraction kits and cloned into
pADCEN26. pADCEN26 is derived from pRS316, into which a 327-bp fragment
containing the transcription terminator région of the ADH1 gene was inserted [54, 55].
Candidate telomerase RNA loci from S. cerevisiae (BY) and S. cerevisiae (SKI), S.
paradoxus, S. cariocanus, S. mikatae, S. kudriavzevii, S. bayanus and S. pastorianus
were cloned into pADCEN26 to generate plasmids pADCEN36, pADCEN35,
pADCEN42, pADCEN43, pADCEN44 pADCEN45, pADCEN46, pADCEN49.
respectively. For each locus, both strands of inserts derived from two independent PCR
reactions and clones were sequenced. The nucleotide sequence data reported in this
article were deposited in GenBank under the accession numbers xxx-xxx for the S.
cerevisiae (SKI), S. paradoxus, S. cariocanus, S. mikatae, S. kudriavzevii, S. bayanus
and S. pastorianus telomerase RNAs, respectively.
Primer extensions
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Approximately 2 pmol of radiolabeled oligonucleotide primer complementary to
nucleotides 33-49 or 52-68 relative to the previousiy proposed 5' end of the S.
cerevisiae TLC1 RNA or to homologous régions of the other Saccharomyces RNAs
were annealed to 5-15 pg of total yeast RNA at 37°C and extended with avian
myeloblastosis virus reverse transcriptase (Roche) at 42°C. Products were analyzed by
PAGE. The same primers were used to détermine the positions of the primer extension
stops by direct comparison with dideoxynucleotide chain termination reactions on the
appropriate genomic clone on the same gel. As a positive control for reverse
trancriptase activity, an in vitro generated sense RNA starting at position -122 in the S.
cerevisae TLC1 locus was used.
Phvloqenetic anaivsis and hélix nomenclature
Telomerase RNA sequences were aligned using the computer program ClustalW with
manual corrections (MacVector Software, Oxford Molecular). Segments of highiy
conserved régions were used as anchors for alignment. Putative helices were identified
by Visual search of covariating paired residues [40, 56, 57]. We considered a single
base-pair position as covarying, if: (1) the hélix in which the bp résides is provided by
complementary sequences présent in homologous segments of ail molécules inspected;
(2) two independent compensatory changes restoring usual pairings (canonical and
wobble: G-C, A-U and G ■ U) occur when at least 6 out of the 8 molécules were used.
Multiple covariations at a single base-pair position are only counted as one covariation
such that the total number of covariations in a given hélix is aiways < hélix length in bp.
The presence of two or more covariations within a potential hélix was accepted as a
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strong indication for the existence of that particuiar helix [40]. The phylogenetic analysis
was aided by the use of X2s, an algorithm that identifies compensatory base changes in
a set of properly aligned sequences [58], in conjunction with m-Fold, an RNA folding
program based on lowest free-energy estimâtes of helix stability [59, 60]. Data from
previousiy characterized structures were integrated in the initial analysis, allowing
optimization of the structure. Where no conserved structure was possible, the RNA was
either left single-stranded or is drawn out as proposed by m-Fold. In the proposed
structure, 7 helical domains are organized around a central loop and labelled in Roman
numerals, I to VII, from 5' to 3'. Helices were numbered from 5' to 3' in order of their
occurrence and the numbering was increased by one upon each passage of a
multibranched loop, a pseudo-knot loop or a single-stranded région that does not form a
loop. Helical segments separated only by internai loops (bulges) are considered to
belong to the same helix [61]. In the case of helices not belonging to the core structure,
but spécifie to certain species (Fig. 3), an underscore and a number are appended to the
number of the preceding helix [62].
RNA transcription, site-specific oliaonucleotide/RNAse H cleavaqe and capillarv
electrophoresis on a chip.
The DNA fragments for in vitro transcription of TLC1 RNA were obtained by PCR
amplification of plasmid pADCEN36 using oligonucleotides TLC1T7F and TLC1R
(Supplemental Table S3). The fragment of the expected size was gel-purified and then
used to used to generate TLC1 RNA with the T7 MEGAscript transcription kit (Ambion).
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The TLC1 RNA transcript was phenol/chloroform extracted, isopropanol precipitated and
resuspended in water at a final consectration of 6 pmol/pl (~2 pg/pi).
RNAse H cleavage was performed using DNA oligonucleotides complementary to
indicated régions of the S. cerevisiae TLC1 RNA (Fig. 4; Supplemental Table S2). The
TLC1 RNA substrate was heated to 90°C for 1 min. and 1.25 pi (1.4 pmol, -500 ng) of
denatured RNA was added to 1.25 pi of cold folding buffer (100 mM Tris-CI, pH 8.0, 20
mM MgCI2, 20 mM NaCI, 2 mM DTT). The reaction mixture was incubated for 2 min on
ice and for 30 min at 30°C. 2.5 pi of prewarmed RNAse H buffer (50 mM Tris-Ci, pH 8.0,
10 mM MgCI2, 10 mM NaCI, 1 mM DTT, 1.4 pmol ofoligo probe and 1.25U of RNAse H
(USB) was added and the reaction mix incubated for 10 min at 30°C. Cleavage reactions
were terminated by freezing in dry ice followed by heating to 90°C for 1 min. Three
control reactions were routinely performed for ail sériés of experiments: a) omitting a
DNA oligonucleotide from the reaction; b) using a DNA oligonucleotide targeting a well
characterized helical région (reduced accessibility; for example proximal portion of stem
lia, see text); c) using a DNA oligonucleotide targeting the single-stranded template
région (full accessibility).
RNAse H treated TLC1 RNA was directiy analyzed on a RNA 6000 Nano LabChip kit
(Agilent Technologies). Chips and samples were prepared according to the
manufacturer's instructions. Briefly, the gel matrix was prepared by adding 1 pl of
provided dye to 65 pl of gel and the gel/dye mixture was filtered. 9 pl of gel/dye mixture
were successively loaded into the priming well and into the buffer wells. 5 pl of RNA
6000 Nano marker were loaded in sample and ladder wells followed by addition of 1 pl
of denatured ladder and 1 pl of the cleavage reaction mix (0.25 pmoblOO ng RNA). The
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chip was vortexed and placed In the Agilent 2100 Bioanalyzer for capillary
electrophoresis. Quantitative RNA détection by laser induced fluorescence is usually
documented by an electrophoregram, which then is converted and displayed as a gel-
like image.
Senescence assavs and telomere lenqth analvsis
Diploid strain CSHY76, in which one copy of the TLC1 and RAD52 genes were replaced
by LEU2 and TRP1 genes respectively [63], was transformed with plasmids containing
candidate TLC1 homologues (pADCEN36, pADCEN35, pADCEN42, pADCEN43,
pADCEN44 pADCEN45, pADCEN46, pADCEN49) or an empty plasmid (pADCEN26).
After sporulation and tetrad dissection, single spores carrying a homologue-containing
plasmid were restreaked on médium lacking uracil to assay for rescue of senescence.
Single colonies from non-senescing strains were picked after 100 générations and
streaked on 5-FOA (5-Fluoro-orotic acid) médium to select for cells that had lost the
complementing plasmid [64]. Such cells were then successively restreaked onto
complété média to assay for senescence and confirm plasmid dépendent survival. In
parallel, single colonies transformed with candidate telomerase RNA genes were picked
20, 40, 60, 80 and 100 générations after sporulation and grown for -10 générations in 5
ml of médium lacking uracil. Cells were harvested, genomic DMA isolated and digested
with Xhol. 1 pg of the Xhol-digested DMA was separated on a 1% agarose gel and
transfered to nylon membrane (Amersham Hybond-N+) by capillarity. The appropriate
bands were visualized by hybridization at 55°C with a random primed telomeric probe.
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Northern blot analvsis
15 [jg of RNA derived from appropriate cultures were separated on a 4% acrylamide/SM
urea gel and electroblotted to a nylon membrane (Amersham Hybond-N+). Blots were
UV irradiated, stalned with methylene blue to locate 18 and 25S rRNAs [65], and then
probed with random prime labelled fragments that specifically detect the appropriate
TLC1 homologue.
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FIGURE LEGENDS.
Figure 1: Size estimation of TLC1 RNA homologues.
Total RNA isolated from S. cerevisiae S288C (Scec), S. cerevisiae SKI (Scek), S.
paradoxus (Spar), S. cariocanus (Scar), S. mikatae (Smik), S. kudriavzevii (Skud) and S.
bayanus (Sbay) was subjected to Northern biot analysis using species-specific probes.
TLC1 RNA species in S. cerevisiae S288C and a size marker (M) position are indicated.
Figure 2: The major 5'-end of the TLC1 RNA in S. cerevisiae.
Oligonucleotide PXCER23 complementary to nucleotides 23 to 39 was used for primer
extension analysis of telomerase RNA of S. cerevisiae S288C strains containing a wild-
type TLC1 gene (lane 4), or harbouring a délation of the TLC1 gene (lane 3). For the
sequencing reactions, the cloned TLC1 gene was used as template. Solid arrow
dénotés the major 5' end. Open arrows dénoté TLC1 RNA species with additional 5'-
extensions. Reactions were aiso performed without RNA (lane 1) or in presence of an in
vitro generated TLC1 transcript starting 122 nucleotides upstream the major in vivo 5'
end (lane 2).
Figure 3: Minimum consensus structure of telomerase RNA in species of the
Saccharomyces "sensu stricto" complex.
The conserved core incorporâtes only consensus nucleotides that were identifiable in ail
the molécules inspected. Symbols used are defined in the key in the lower left. The
template région and the Sm-motif are labelled and their consensus nucleotides are
bracketed. Simplified drawings corresponding to structures for S. cerevisiae, S.
paradoxus and S. bayanus indicating certain species-specific différences are outlined in
the lower right. Letters A, B, C on stem I indicate a possible sub-division of stem I (see
text).
Figure 4: Secondary structure model of telomerase RNA of S. cerevisiae based on
phylogenetic comparison and RNase H probing.
(A) The secondary structure model was established by comparative phylogenetic
analyses in conjunction with RNAse H probing data. Symbols used are defined in the
key in the lower left. Helical domains are numbered from 5' to 3' in their order of
occurrence as I to VII. The template région and the Sm motif are labelled and the
consensus nucleotides are bracketed. Positions are referred to by nucleotide positions.
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using +1 as defined in Figure 1. Sites targeted by compiementary DNA oligonucleotides
in RNAse H experiments are indicated with an arrow.
(B) In vitro susceptibility of TLC1 RNA to oligonucleotide/RNase H cleavage. The
synthetic TLC1 RNA transcript was submitted to RNase H treatment in denaturing
conditions (D) or after renaturation (R) and the cleavage products were fractionated on a
RNA 6000 Nano LabChip. Typical examples of TLC1 RNA probings are shown in the
gel-like image. The input (lane 1) represents 1.4 pmole of TLC1 RNA mock-treated in
the absence of any oligonuclotide. Probe RH459 (lanes 2 and 3), which is
compiementary to the single-stranded template région is used as positive control (>60%
cleavage in renatured conditions). Probe RH133 (lanes 4 and 5) which targets the
template boundary element, a previousiy characterized helical structure, is used as
négative control (<10% cleavage in renatured conditions). RH717 (lane 6) and RH761
(lane 8) are directed to interacting loops of the putative pseudo-knot I and produce little
to moderato cleavage. Probe RH740 (lane 7) does not cleave the predicted, but not
phylogenetically supported stem of hélix VI. RNA size markers (M) are indicated on the
left. Close triangle: unreacted input RNA (~1159 nt). Open triangle: RNA loading control.
Note that lane 4 is slightiy overexposed. For précisé positions of ail oligonucleotides
used in the RNase H experiments, see Supplemental Table 83.
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Table 1. Complémentation of a TLC1 disruption in S. cerevislae S288C by
TLC1 iocl from the "sensu stricto" specles.
Cells grown on:
YC-TRP-LEU-URA FOA YC-TRP-LEU





++ ++ ++ ++ ++ +/- +/-
S. cer. SKI
PADCEN35
++ ++ ++ ++ ++ +/- +/-
S. paradoxus
PADCEN42
++ ++ ++ ++ ++ +/- +/-
S. cariocanus
PADCEN43
++ ++ ++ ++ ++ + +/-
S. mikatae
pADCEN44
++ ++ ++ ++ ++ + +/-
S. kudriavzevii
PADCEN45
++ ++ ++ ++ ++ +/- +/-
S. bayanus
PADCEN46
++ + +/- - «
S. pastorianus
PADCEN49




S. cerevislae strains (CSHY76) lacking the TLC1 and RAD52 genes and
bearing the indicated plasmids (left most column) were grown for 100
générations on YC-TRP-LEU-URA médium to détermine the ability of the
TLC1 homologue-containing vector to complément senescence. Two
independent transformants were selected for each TLC1 homologue.
Subséquent growth on 5-FOA médium and on TC-LEU-TRP médium
established plasmid-dependence for survival. Plasmid pADCEN36 is used as
positive control. Empty plasmid pADCEN26 is used as négative control.
Viability is scored based on colony size after 3 days; ++: growth rate similar
to that of the positive control; - : absence of growth; +/- : intermediate growth.
a: Générations after loss of plasmid.
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Table 2. Base pairings In the TLC1 RNA secondary structure mode!.
Paired Régions No of base No of base Number of base
.  ... . ... pair positions with
pair positions pair positions
Ml'hpH. Nucleotide Positions^ displaying 100%Number^ (bp) covariation Conserved
1 8-127/806-910 100 16(16%) 19(19%) 16(16%)
lia 133-177/410-457 45 5(11%) 10(22%) 11 (24%
llb 179-211/215-249 31 3(10%) 2 (6%) 4 (25%)
llb_1^ 253-261/402-409 8 0 2 (25%) 0
Ile 264-298/306-335 28 6(21%) 8 (28%) 5(18%)
lld 338-347/352-360 9 3 (33%) 0 1 (11%)
lldj® 367-382/387-401 15 0 0 0
III 484-490/496-502 7 0 4 (57%) 4 (57%)
IVa 505-549/662-705 44 7(16%) 3 (7%) 8(18%)
IVb 555-568/575-588 14 0 7 (50%) 3(21%)
IVc 590-622/626-661 31 6(19%) 13(42%) 5(16%)
V 708-715/732-739 8 2 (25%) 1 (13% 5 (60%)
VI 742-760/779-803 17 0 13(76%) 1 (6%)
Vlla 911-977/1078-1136 56 5 (9%) 7(13%) 5 (9%)
Vllb 978-1001/1006-1028 23 4(17%) 6 (26%) 3 (13%)
Vllc 1029-1037/1042-1050 9 0 3 (33%) 1 (11%)
Vlld 1057-1063/1070-1076 7 0 2 (29%) 4 (57%)
Fknot II 716-723/762-769 8 0 5 (62%) 2 (25%)
positions referring to the +1 as defined in Fig. 2. For détails of covariation détermination
see Material and Methods. "^This hélix is not présent in S. pastorianus. ®This hélix is not
présent in S. paradoxus and S. cariocanus.
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Supplemental Material for Dandiinou et al.: A secondarv structure for the veast
telomerase RNA.
Supplemental Figure Leqend:
Supplemental Figure SI: Sequence alignment and consensus of telomerase RNA
sequences of the Saccharomyces "sensu stricto" complex.
The sequences of telomerase RNAs from S. cerevislae S288C (Scec), S. cerevislae
SKI (Scek), S. paradoxus (Spar), S. cariocanus (Scar), S. mikatae (Smik), S.
kudriavzevii (Skud), S. bayanus (Sbay) and S. pastorianus (Spas) were aligned as
described in the text. Dashes (-) dénoté gaps introduced within the alignment. The
major transcription initiation site determined in Scec is indicated by "+1". The
numbering, marked with dots every tenth nucleotide above the alignment, is
according to telomerase RNA sequence from Scec. The RNAs terminâtes -10
nucleotides downstream of the Sm site and the total number of nucleotides for the
individuel RNAs is indicated at the end of the respective sequence. Invariant residues
in ail species are shown in the consensus lines. Bellow the alignment, nucleotides
determining complementary strands of proposed helices are delineated with brackets
enclosing hélix identification as well as forward or backward arrowheads denoting 5'
or 3' strands respectively. The consensus sequences of the template région and the
Sm motif are underlined and labelled.
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Figure S1. Alignment of Saccharomyces "Sensu stricto" Telomerase RNA Sequences
+1
I  . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Sc«e 1 GJiaXGGAAGAUAGGUACCCUAUGAAAAUGUC-AAUGCCUGUUCXCCTUUGCUOAAOCCaAUUUUU-OUUUUUnUCACUCCGU-GUUUUUUGUACAUUCUACGUUUGAGOmnjCCAOCAUGCJU^GCCUCJkGAAAmJUGGUAGGCAClICGAOGGUGAAGAGAUAGUGUCGaAUUUCGGAODGAUCUOO-CAGUUGAUA-GCCO 195
Scak 1 GAGAGGAAGAUAGGUAACCUAOGAAAAUGtnj-AAUGCCOCOT}GCCUUUGCUUAAUCGOAtroUUU-aOUUnU--CACOCCGO-GUUlJinroGUACAUUCOACG1JUUGAGOUUOCCAOCA06UAGGCCUCAGAAAUUUCGUACGCACUCGAUGGOGAAGAGAOAGUGOCGGAaUUCGGAiroGAOCtnn)-CAGUUGAUA-GCCO 193
Spax 1 CAAAGGAAGAUAGGUAACCUAUUAAAAUG0C-AGCGGCUG0UGC6UUUGCUUAGUUG--UUUUU-CnJUU ACUAUUUUUUU-UUUGUACGUUUUCCGUUUGAAOUUUCUAUCAUGCAAGCCUCAGAGAUUUGGUAGAUGCOUAAOGAUGUAAAGGUUGCGUOGAAUUUUGGAUUGOUCOCOCAAGUUAGCA-GGCA 189
Scar 1 UAGAGGAAGAUAGGUAGCCOACn3AAAAOCOC-AGCGGCUGUCGC6UUUGCaUAGUUG--UUUOD-OUUU AGUAUUDGUCG-UCUCUACAUUUUCCGUOOGAACrUUUCUAUCAUGCAAGCCUCAGAGAUUUGGUAGAOGCmJAAUGAUGOAGAGGUUGCGAUGAAUUUUGGAUOCUOCtJCUCAAGUUAGCA-GGCA 189
Smlk 1 AUGAGGAAGAUGCGUCGCCUAUUAAAAOGUCOGGCGGCUGUUACAaUUGCUUUCUAGCA-CUUUUCUAU--OCUCGUUUCC-UlJOUUUUGUACCtrUCCCCOUOOGAAirUtroCCAOCGUAUAAGCCUCAGAAAUUUGGOAGACACaOAADGAUGAAUAGGUUGGGUUAGAUUU-GAUUUGAGAUCUUGAGUCACCA-GGCA 194
Skud 1 AUGAGGA-GGUCGGOOACCOAOUAAGAUGUC-CAUGGUCGUCACGOUUAGUUACUAGDA-UUUUUDCUC--trUUUGUtrUCU-GtrDOTKKJGUGCAtKnJOCCAOtJOGAGUUUOCUAUDGU-UGAGCCUCAGAOAUUtJGGUAGACGCUUAAOGGDGGAAOGAUUGGACCGGAUUOAGGGUUGUGUUCUCAGAUUGGCG-GGCA 192
Sbay 1 GAGAGGAAGGUAG-UAACCUAAUAADACGUC-AGCGACUGGUAUGDUUGCCCGCCCUOUDXroUA 00 UOG-COOGUCAAOGOAOUUOOUCCAOOOGAGOUUUCUGUDG-AUAAGCCUCAGAGUUUUGGUAGGCGCCOAGOGGUGGAAUGGUUGGGCUGGAAUCGGAAOUGAGAOGUGAOGUUAACGGGCCA 186
Spas 1 GAGAGGAAGGUGG-UAACCUAAOAACACGUC-AGCGACOGGUAUGUUUGCUUGCCCUUUUUOAA OU OG-CUOCOCAAOGOAOUOOOOCCAOUOGAGOOUOCOGUDG-AUAAGCCUCA6AGUUUUGGUAGGCGCCOAGOGGOGGAACGGUUGAGCCGGAAUCGCGAOUGAGAOGUGAUGOOAGUGGGCCA 18S
AGGA GO O CCUA AA A GO G G UUU 0 OGO OU C OOOGA DOUOC O GCCUCAGA UUUGGOAG C OGUGAGUG AU UUG 0 0 0 G C
Scac 19fi GC-OGCOC--U OOOCOOOO CCAAAGAAOOOCGACOAOGCU-GGOGUCAGO-GUAGAUG-COOGUCU-COGCGCA-AOO-OGOGGOOOUOUA UUGUGUUOCOACUOAOAGAOGOCU AAAAOCUGAGUUUAGAAA-AOGCA--AACCGOAAAUOCUOAAAC 342
Scak 194 GC-AGC0C--0 OUOCOCOOO CGAAGAAOUOCGAGUAUGCO-GGUGUCAGO-GOAGAOG-COOGOCO-CUACGCG-ADO-OGOGGOOOOOUAOOGOGGUUUUUUAOUCOGUOUCUACOOAUAGAOGGCO AAAAOCUGAGOUUAGAAA-AOGAA--AACCGOAAAUOCUUAAAC 353
Spar 190 C-GOGCAC--U 0U0CDCU00---0ACGAAGGAC00CGAGUGCACU-GGGGUCAGCA0-AGA0A-C00GUGU-GUJW:GUA0A0U-0G0GGUU0 UUGOUAUUUUUCUACOOAOAGAUGGCO AAAAOCUGAGOUU-GAAAGAUGGC--CACCAUAAAOUCOUAAAA 338
Scar 190 G-G0-CAC--0 UOOCOCOUO UACGAAGGACUOCGAGUGCACU-GGGGUCAGCAO-AGADA-CUOGOGU-GUACGOAUAOO-UGOGGOOU DDGDOADDDUDCUACOUAUAGAOGGCO AAAAUCUGAGUUU-GAAAGGOGGC--CACOAUAAAUOCUUAAAA 337
Snlk 195 GU-CCCA AOOUOOOO—-DAC6AAAOAOUAGGAGUGOGCO-GAOGUCAGCAO-AGADG--ADGUAUUAUACAOGUUUUGUGOG600 OGCOAUADUDCOACUOAUAGAOGGCO AAAAOCUGAGOUU-GAGA-GCAGCA-DGCCACAGAOGCUUGGAO 339
Skud 193 GO-OACACOGGODGOOGOUOUOO AAC6AAGGGCDAUGAGOGCGCO-GG06UCAGUGO-AfiADA-CAOAUG-UADGCG--OACA-OGUGGOOO ODGDDGODCUOCUACUOAUAGAOCGCU AAAAUCUGAGODU-GA-GAAAUGCGGGACCAOCCADGUCCGAAO 345
Sbay 187 OCGOGCAO COOUUODAAAOOUOGAGCAAOOOGAGOACGCOAG-OGCCACUAO-GCAOGOOOCADG-DADACADGDAOG-CGCGGDOO COGOOCOOGOCGaACUOAUAGAOCGCDACGOOAOOOCAAOOOOGAAAAOCUGAGUCC-UGG-G^UGCGGAG-CADGCADACAUGDAC 354
Spas 186 ODGOGCAD COUOOOUAOAOOOOGGGCAAOGCGAGCACGCOAG-OGCCA GOAOG-CGCGGOOO COGOOCOOAACGOACOUAOAGAUCGCOACGUUADOOCAOODUOGAAAAUCUGAG-CC-CGGGGAGOGCGGADCCAUACAOACAUGOAA 331
C  0 O GAG eu G G CA G GGOO 0 0 OACUOAOAGAO GCU AAAAOCUGAG AU A
»»»»»»»»»»»») (IIb«««««««««««] [Ile»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»») [IIe««««««««««««««) [lld»
Scac 343 ACUGCOAOUGC-AUUOAGOUGCUAAAGCAGUGUOO--OUGAACOOAUUCCOGOOAUOCCOD--CUD-C-GUACCGAUCCUCOUCUC-GACCOAACCUUUUAAOOACCAOG G-G AAGCCUACCAUCACCACACCCACACACAAAOGUOACAGCUAAOUGUUUAOUAGCAAAGUUUGCACGAGUUCGC 519
Scak 354 ACUGCCAUOGC-AUUUAGOUGCUAAAGCAGUGUUU--OUGAACOUAOOCCOGOCAOOCADO—CUO-C-GUACCAAUCCUCUUCUC-GACCUAACCUUUUAAUUACCAOG G-G AAGCCUACCAOCACCACACCCACACACAAAOGOUACAGCOGAUOGUUOAOUAGCAAAGOOOGCACGAGUUCGC 530
Spar 339 -GUGGUAOCGC-AUUUAGCCCCC CUU-C-GUACCAAUOCUGUUUUC-GUCUCAAGCUCUUCAUUACUACA GCC CAAGUCUACCAUOACCACACCCACACACAGAOACCACGGCUAAU-GUUUAOUAGUUAAGOOUCCAUGAGCUCAC 479
Scar 338 AGUGGCACCGC-AUUOAGCCCCC CUa-C-GUACCGAUUCUGUUUUC-GUCUCAAGCOCUUCAUUACOACA GCG CAAGOCUACCAOUACCACACCCACACACAGAUAUOACGGCOAAO-GUUUAUUAGUCAAGOOOCCAUGAGCUCAC 479
Smik 340 OUUACOAOUGG-AUUUOGCUGCCGGAAOAGGGCOO-OCGGGACAC-UOA DDCCOUUGCOUA-AG-ACCAACUCUGUUUUC-GCCUUUGCCCCOOCAOCA—OOA 0-ACAAAA D--GOCUACCAUOACCACACCCACACAUUGAUAUUAUGACOAAOUGUUUAUOAGCUAAGOOCCCAU-G-GCCAC 512
Skud 346 AUAACOGACGC-AUUOOGOAGCUAGAACACGUUOO-OCCUA-CAA-UOA UCCCGCUCCUCUUAG-AAAAAUUCUGCUUUC-ACUCCAA-COCUOCAOCA--000 O-AOAAGAAOOO--GOCOACCAOUACCACACCCACACACAAACAUUACGGCUAGOAGUUUAUUAGUCAAAUOUCCAU-G-GCCAC 520
Sbay 355 UUUAUUGUOGCAUAGOAO-OGCOAGAGOACACUOU-CUCCAUGA--UOG---UCUGU-CUU—CUU-aA-CACCAGUOCOGOOOUCUGUCOOAACCUCUUCACUA--UCAUGGAAA-G 0--OOCUACCAUUACCACACCCACACACGAACAUUAAGGCOAAOCGOO-AOOAGOOCAAOCOCCAUA GC 523
Spas 332 UUUGOUCUOGC--AGOAO-OGCUAGAGUACAUUUOOCUCCGCGA--UOG DCDGU-CUU--CUU-UA-CACCAGUOCOGOOOUCCGOCOCAACCUCUUCAOOA—OUAOGGAAA-G C--AOCOACCAOUACCACACCCACACACGAACGOUAAGGCUAAUCGOU-AOOAGOUGAADCUCCAOA GC 499
G O C eu A eu 0 OC C UUAA CUACCAO ACCACACCCACACA A A CU U GUU AOOAG A 0 CA C
»>) [IId<««] (IIa«««««««««««««««««««««««««««<««) TaBplate [III>) (HK] [IVa»»»»»»
Scac 520 -OGU-OOAOU-UUUUUCUCGUUUUCUUAOACCUAGOAOOOOOOCUGACACUGOUUAAGGUGACAGAAAAAA-AGGAGUUU-AAGUUAGAUUUGCAA-ACAGACGGOGCOA—AGCGCOGUCACO-UU-AUGUCUAUCUUAUCGOOAACOCUGGAAAAAGAAAAA-GGAAAAAGAACG-UCAGGGAACA-OGAGOAUAU-- 704
Scak 531 -OGO-OUAUU-UUUUUCOCGUUUUCUOAOACCUAGOAOUUOOUCOGACACUGOUOAAGGDGACAGAAAAAA-AGGAGUUU-AAGOUAGAOUUGCGA-ACAGACGGOGCOA--AGCGCOGOCACO-UU-AUGUCUAUCUUAUCGOOAACOCUGGAAAAAGAAAAA-GGAAAAAGAACG-UCGGGGAACA-OGAGDAUAU-- 715
Spar 480 -OCU-OUAUOCUOUUCCOCGUUUUCUUAOACCUAGOAOGOOUOCOGGCGCOUOUOGAAGOGACAGAAAAAA--GGAGUUU-AAAUUAGAUUUGCAA-ACGGACGGUACOA—AAUACCGOCACO-UUUACGUCUAAaroAOCGUOAACOCUGCAAAAAGAAAACAAGAAAAAGAAAA-UCAGUGAAUA-GGAGOAOAU-- 666
Scar 480 -OCU-UOAOOCUUUUUCUCGUUUUCUUAOACCUAGOAUOUUDOCOGACGCOUOUOGAAGOGACAGAACAAA--GGAGUUD-AAAUUAGAUUUGCAA-ACGGACGGAACOA—AAUACUGOCACU-UUOAUGUCUAAanJAOCGUOAACUCOGCAAAAAGAAAADAAGAAAAAGAAAA-OCAGUGGAUA-GGAGOAUAO-- 666
Sstik 513 -OUU-OOACO-OUUUOCOCAUUUUCUUAOUOOOAOOAOAOUOOCUGOCACOOCU-GAAGUGACGGAAAAGA--GGAGUUU-GAADUAGAOUUGCAAAACGGGCGGOADCAAGAAUACOGUCACUCUAUAUGUCUAAUUUAUCGUCAACUCUGCAAAAAGAAAAUAGGAAGAAGAAAA-OAGGCGGAUA-AGAGDADAU- - 701
Skud 521 ACAUOUOGOC-OUUUUCUCGUUUUCUUAU OGUGOOUOCOGOCACOGDG-AAAGOGACGGAGAAAA-AGGAGUOUGGAAUCAGAOUUGCAAAACGGGCUGUAUCAAUAAUACOGOCAUOCCOAAUGOCUGAUUCAUCGUCAACUCUGUAAAAAGAGAACAAGAAAGGGAAAA-UOGAUGGGCA-AAAGDAOAU-- 707
Sbay 524 -CACAC OCUUOUUUUCUUCC AAUAOOUUCCGUCGCOODC-CAAGOGACAGAAAAAAAAGGAGUUU-GAAUUAGGCUUGCAAAAGGGACAAUAOAUAUGAOACOGUCACUCCUAAUGUCUAAUUUAUCGUCAACUCUGOAA--AGGAAGCAAGAAAGAGAAAGGUOGCUGCAAAOAAAAUOUGDAC 703
Spas 500 -CAAGC OCUUOUOUOUUUC AAUGOUUUCCGOCGCtnraC-CAAGOGACAGAAAAAA-AGGAGOUO-GAAUOAGGCUOGCAAAAGGGGCAAOAOCAAUGAUACOGOCACCCUUAAUGOCUGAOUOAOCGOCAACUCUGUAA--AGGAAACAAGAGAGAGAAAGGUUGGUGGAGAUOAAAOCOGUAG 677
0 OU U UO O UUUOC 6 C CU A GUGAC GA A A GGAGOOO A 0 AG 0U6C A A G C C GOCA A GUCO 0 AUCGU AACUCUG AA AG A GA GAA U G A A 0 0 0























Scac 705 -AOAGAAAOGGUUUAUUCOAG UUUOUOCCGOOUUUOCyUîOAGAOOOOOGCCOOOAAA-AGAAOAAAOCCC^CU ACAAAAAGGUAAAAUAAAAAAUCUAUUCy^CUCyiACnJOAC-OGAO-CaUlAUUUCCAAAUGUGCCCCGUACyiOCGAACGAUGOGAC AGAG--AAAAAOACG A60AGG0AA 879
Scak 716 -AOAGAAAOGGOOUAUUCUAG UUUUDOCC60UUUUUCAGOAGAUUUOO(X:CUOOAAA-AGAAOAAAUCCCACO ACAAAAAGGUAAAAUAAAAAADCUAUUCJICUGAACUOAC-OGAO-GAAAUUDOCAAAOGOGCCCCGUACAUCCÎAACGAUGUGAC AGAG—AAAAAUACG AGOAGGOAA 890
Spar 667 -AOAGAAAOGGUOUAUOCUA UUUUUOOUUGUUUUU-CAGOAGAUUUOCGCCUUOAAA-AGAAUAAAOOCCAUO AAAAAAAGG-AAAAAGAAAAAUCUAUUCJlCOGAAaKJGC-OGAOAGAA-OUUGCAAADGUGUCOUVGUGCJlUC-AAGGAGAAGAU AGAGG-AAAAACOCG AUAAGGCAA 839
Scar 667 -AUAGAAAUGAmnJAOOCUAG OOUUUUOOCGUUUUU-CAGOAGAUUUUCGCCOOCAAA-GCyUVUAAAUUCCyiUO AAGAAAAGGUAAAAAGAAAAAUCOAUUCJICUGAACOUAC-OGAUAG6A-UOUGCAAAOGUGU<»AGUGC:AUC-AAGGAGAAGAU AGAGG-AAAAAC-Cnj AUOAGGCAA 840
Smlk 702 -AGAGAAAUGAUUOAUUCUAUOOOOOOUUOCUOUUOC6UOUUU-CAGUAGAOUUUU<;CCUXKJCGAGAGAAUAAAUUCCJICU AAAAAGGGU-UAAAGAAAAAUCUAUUCACUGAACUUAU-OGAOGAAAACUU-UAAAOGCGUCaiAGOACyiUCAAAAGACÎGAAAC AGAGGGAAACÎAACCA GGUOGGCAA 884
Skud 708 -AUAGAAAOGGOUOAUUCCCG UUUOOOCCAUUOCU-COlGOAGAOOUUUCCCUOXnJGCGAGAAUAAAUUGACJ^CUUGAACAAAAAGCUUCGAAGAAAAAUCUAUUCJlCOGAACUUAUAU-AUAGAAAAAU-CAAAOGUGCOAAGUAUAUUUAAAAUGGAAACJUUVUAGGGGGAAAGAGAUA GGUAGAUAA 892
Sbay 704 AAACAAC»CGGUUUAUUCUAG UUAUOCCAUUUUU-COWnJAGAUUUUUGCCUUUUACUAGAGUCyiAUUOAACCA-GUA-OAAAAGGUOCAAGGAAAAAUCUAUUCJlCUGAACUUAO-CA--CGAAACCU-CAAAUGUGOCAGACGCAUUAAAAACaiUAAAU CAAAAAAAC GGDAOCXrAA 874
Spas 678 AAAGACGAAGGUUUAUUCOAG OOAUUCCAOUUUO-CAGUAGAUUOUOGCCUUUUACUAGAAUOAAUUUAACCyi-AOA-OAAAAGGUO<ykAGGAAAAAOCUAUUCJlCUGAACUUAU-OA--GAAAACCU-CAAAUGUGODGGAOGCAOUGAAAAGAUUAAC CAAAAAAAAAAAGGCACGCAA 851
A  A G OUOAUUC 0 00 000 O CAGUAGAUUUO CCHTO GA U AAU AAA G A AAAAAUCUA0UI3ACUGAACUU A O AAAUG G AO AA A AA A AA
(V>»») [V««<) tvi»»»»»>»] (Vl««<«««««««) (I««««««««««««««««««««««««««««««<««««<«««««««
Scac 880 AOAAGCCAAAAGGCAAGGGDGU-CCO UOCUUAAGCAOCGGUOAGG—O-UOGCG-GGCGAUCA60AAC0G AACAAOGACACAAGAOC—AAGAACGOAAUUOGAGAUOOUOCAA-GAOGG-UUOOOUOAGGOAO—COAUUAAAA-CUACO--U06A06A-OCAAOACGGOAUUUO 1040
Scak 891 A0AAGCCAAAAGGCJLAGGGO6O-CCU OOCOUAAGCAUCGGUOAGG—0-UDGCG-GGCGAUCAGUAACUG AACAAOGACACAAGAOC--AAGAACCTOAAOUUGAGAUOUUOCAA-GAOGG-UOUUUUUAGGOAU—CUAUDAAAA-CUACU--OOGAOGA-UCAAOACGGUADUDO 1051
Spar 840 ACAAGCCAAAAGGCAAGGAUGC-CCU UOCOCAAGCAOOG-UOAGG—AUOA-UG-GGCUACCJUÎUAAGCG AAAAAOGAOACAGGACAGAAAAAACOlUAAUUCGAGAOOOUOCAG-GAUGGAUOlWOOUAGGOAU—COAUCAAAA-CUAUU—COGAUGA-OCAAOACAGOAUOOO 1002
Scar 841 ACAAGCCAAAAGACAAGGAOAC -CCU OOCOCAAGCAOUG-UOAG UUOA-OG-GGCDACUAGUAAGCG AAGAAUGAOACAG<SAOGAAAAAAACAOAUUAOGAGAUOUOOCAG-GAOGGAOOCOUUUAGGOAO--CUAOCGAAA-CCJUJO--COGJ«JGA-OCAAOACJ1GUAUUUO 1002
Smlk 885 ACAAGCAAAAAGGCAAGGACGAACCU OCCOCAAGCACrOGAAU-GO--UUUG-CaA-GUGAAUGGUAAGCGCGAGAAAUGAUGAUACAAGUOG-AAAAGACAUAAOUUGAGAOOUOOCAA-AAUAGAOUAOOUUAGACAO-CCOACOUOAAUCAUUU--UOGAO(OUUCAAUACGGOAUUUU 1055
Skud 893 ACAGCCCAAGGGACAAGGACAC-CCU OCCOCAGGCAcnJGAAOAOA—UOGG-AGA-GUGGACAGUAACAG AGAAAUGAUACAAGAOG-GAAAGCCAUAAAUOGAGAUOU-OCUUGAAOGGGUOCyiUOOAGAOAUUOCOC-OUUAGCCAUUUU--UGAOAA-OCAAUACAGOAUDCU 1057
Sbay 875 GCGAGOCAAAAGACO(;GOACUC-CCUUCCOUDCCOCDCCCAOOOaGCCUCAAGCAUOGAAO--AAGUUOG-CGA-GCGAAUAAUAACCG GGGAAAUGAUACAA-GAG-AAAAOCCAUAAUUUGGGAOCO-OCUOGGAOGGAUOCAUUOAO(TOAUOOAO--UUG--COCAUUU-UOGAGCA-OCAAUACAAUAUOCO 1056
Spas 852 GCAGGUCJUUUVGACUAGGACOC-CCOOCGOUOCCUUUCCCAUUUOGCCOCAAGCAOCGAAU--AAGUUOG-CGA-GCAAAACAUAACCG GGCAAAOGUOACAA-GAG-AAAAOACAOGAOUOGGGAUCU-UCUOGGAUGGAUOOGOUOACAOAOUUCO--UUA--CUCAOOOUUUGACGA-OCAAUACAAUAUOCU 1034
AA G C G CCU CO A GCA G O 6 6 OAA G AUG ACA AA C U G GAU U OC AO G 00 UOOA AU U 0 OGA A UCAAUAC UAUO O
««««««««««««««««««««««««<] (VIIa>»>»»»»»»»»»>»>»»>»»»»»»»»»»»»»»»»»»»>) tVIIb»>»>»»»»»»»] [VHb««««««««««<] [VIIc»>)
Scac 1041 OGO-CCCAOO AUOOOCCAAGCGGAAGGAACCGOGUGUUCAOUUOAUGAAUCUU -GGUGUUGUAU UCA CAGCOACO UCDCC-UAAU-G--CCO--OCGAUGCAOUOAGAOAAUUOOOGGAAA—CAUUU 1158
Scak 1052 OGO-CGCAOU ACUUUCCJIAGCGGAAGGAACCGUGOGOUCAUUOUAUGAAUCOU-GGUGUUGUAU UCA CAGCOACO OCUCC-UAAU-G--CCO--OCGAUGCAUOUAGAOAAUUUOOGGAAA—CAUUO 1169
Spar 1003 UGO-CGCAOU-ACOAOOACGGUA-GU-GCAGACAUUAGOO-OCCAAGCGGAAGAAACUGOGUGUUCAUUOUAUGGAUUOU-CGUGUUGUA-CGAUOUUOUUCAGUUGC600AGCAC-UAC-6 OGCCCACAAUA COO--CCGAUGCAUOUAGAUAAUUOOOGGAAA--CAUUU 1161
Scar 1003 UGO-CGCAUU-CUUAOOACGGUACGU-GCAGACAUUAGUU-OCCAAGCGGAAGAAACOGUGUGUOCAUUUOAUGGAOUOU-CGUGUUGUA-CGAUOUUUGUCAGUUGCCOCAACAACUAC-G OGCCCACAAUA COO--CCGAUGCAUUCAGAOAAUOinroOGAAA--CAUUU 1163
Smlk 1056 UGU-CGC-UUCCUUAOOACAGUAA-U-GCAGACAUUAACU-UCOCAGCGGAAGGAACCGOGOGOOCAGUOOAOGGAUUUU-CGUGUAAAG-CGUUOUUU--CGGUUGCGAUAGCAGOOACU-OACUUUCCUCGAU-G--CC--UUUGAUGCAUOCAGAOAAOOOOOGGAA CAUUU 1215
Skud 1058 UGUUCCCAU-CCUUGUCAGAUUAAGGAAGGAACAUOAAUU- -CCAAACAGGAAAAACUGOGOGOOCACOOCGOGGGOUOG-CGUGUOGUA-CAUUOC-CUUCAUCCGOGUUGGCGGUOACD-0 OCCOCAAU-AUACC- -OUCAGUGCAUACA AAOUUUOGGAA CAAUO 1215
Sbay 1057 UGU-CCOAU-CCUUGCOAAAGUAAAGAACGGGCAUUAAUU-UCOGAACGGAAAGAAOOGOGUGOOCACOUOAOGG—UOUDCGCAUUGUA-CAOUUUUC AACU0GCA0GAGCAG0-CGG0--00-CCUCAAU-AC00--UU0CGG0GCU0ACGAAUAAUD0UUGGAACUUCAAUU 1218
Spas 1035 OGO-CCCAU-CCUOGCOAAAGOAAAGAACGGGCAUOAAUU-UCCGAACAGAAAGAAUOG06UGDOCACUUOAOGG--OUUUCGCAUUGOA-C-UUUUCCO ACUUGCAOOAGCAGO-OGUO--U6-GCUCACO-ACUUU-OOUCGAOGCUCACGAAUAAUUOUOGGAACCUCAUUO 1196
OGO C U U CACGAAA 6UGU6U0CA UUOG O G U 0 C U OGC AAOUUUOGGAA CA OU






Supplemental Table SI. Pair wise comparisons of the telomerase RNA
sequences derived from Saccharomyces "sensu stricto" species.
S288C SKI S. para. S. cari. S. mika. S. kudr. S. bay. S. past.
S288C - 0.977 0.783 0.777 0.702 0.656 0.590 0.589
SKI 18 - 0.78 0.772 0.699 0.649 0.589 0.586
S. para 187 187 - 0.945 0.748 0.682 0.628 0.586
S. cari. 192 195 59 - 0.747 0.682 0.629 0.618
S. mika. 276 280 236 239 - 0.703 0.632 0.618
S. kudr. 321 326 301 303 312 - 0.653 0.644
S. bay. 367 365 336 336 354 333 - 0.895
S. past. 351 355 328 333 353 326 106 -
The upper right half of the table indicates homology values for pair wise
comparisons. H value = matches/(matches + mismatches + gaps/2 [1].
Matches, mismatches and gaps are based on the primary sequence alignment
of ail telomerase RNA sequences in Supplemental Fig. SI. The lower left half of
the table indicates absolute numbers of mismatches (nucleotide distances).
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Supplemental Table S2. Yeast strains used In this study
Specles Désignation Relevant Genotype Source
Saccharomyces
cerevisiae






Saccharomyces S288C Mat a/a D. Gottschling, Seattle, USA)
cerevisiae [3]
Saccharomyces SKI Mat a/a E. Louis Leicester, UK)
cerevisiae [4. 5]
Saccharomyces ces 432 Mat a/a E. Louis Leicester, UK)
paradoxus [4, 5]
Saccharomyces UFRJ 50791 Mat a/a E. Louis Leicester, UK)
cariocanus [4, 5]
Saccharomyces IFO 1815 Mat a/a E. Louis Leicester, UK)
mikatae [4. 5]
Saccharomyces IFO 1802 Mat a/a E. Louis Leicester, UK)
kudriavzevii [4. 5]
Saccharomyces CES 7001 Mat a/a E. Louis Leicester, UK)
bayanus [4. 5]
Saccharomyces DBVPG 6560 Mat a/a E. Louis Leicester, UK)
pastorianus [4. 5]
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RH459^ GTGTGTGGGTGTGGT (template)
RHSS?'^ CAGTGTCAGAAA (hélix IVb)
RHSSg'^ TCTAACTTAAACTCC (hélix IVc)
RH603^ TCTGTTTGCAAAT (hélix IVc)
RH717^ ACTAGAATA (hélix V)
RH740'^ GGCAAAAATCTACTG (hélix VI)
RH761'^ GTGGGATTTATTCT (hélix VI)
RH765^ TTGTAGTGGGATT (hélix VI)
RH867^ ACCTACTCGTA (hélix 1)
RH897'' TGCTTAAGAAAGGACACC (hélix 1)
RH916^ CGCAAACCTAACCG (hélix Vlla)
RH951^ CGTTCTTGATCTTGTGTC (hélix Vlla)
RH980'' AAAACCATCTTGAAAA (hélix Vllb)
RHioog'^ TGATCATCAAAGTAG1 1 1 1A (hélix Vllb)
RH1059^ GGGTTCCTTCCGC (hélix Vlld)
® PCR primer oligonucieotides. Underlined sequences are restriction sites which
were added for subcioning. The corresponding restriction enzyme is indicated in
parenthesis. ̂ Primer-extension oligonucieotides. ° Oligonucieotides used for
PCR product génération, which served as template for RNA transcription in vitro.
T7 RNA polymerase promoter is underlined. Base in bold is the first nucleotide
incorporated into RNA during transcription. RNAse H oligonucleotide probes.
Numbers indicate the positions of the first base on TLC1 RNA according to the
numbering system dellned in Figure 2 and SI. The targeted structure is
indicated in parenthesis. Oligonucieotides for RNAse H probing were HPLC- or
gel-purified.
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RÉSULTATS ADDITIONNELS
Sélection des souches de levure apparentées à S. cerevisiae pour
l'analyse phylogénétique. L'utilisation de l'approche phylogénétique requière que
les molécules à comparer proviennent d'organismes suffisamment apparentés
pour que les nucléotides homologues soient superposables. Cependant, ces
molécules doivent présenter une divergence évolutionniste assez importante pour
qu'un nombre satisfaisant de cas de covariation puissent être recensés.
Généralement, une divergence de 80 à 50% des gènes encodant les ADN
ribosomaux (18S, 26S, ITS) est considérée comme idéale pour la comparaison
phylogénétique (James et al., 1989). Saccharomyces cerevisiae fait partie du
complexe « Sensu stricto » comprenant S. paradoxus, S. cariocanus, S. mikatae,
S. kudriavzevii, S. bayanus, et S. pastorianus. Ce groupe est phylogénétiquement
distinct du groupe des « Sensu lato » (Figure 17; Kurtzman et Robnett, 2003).
Analyse des séquences télomériques des espèces du groupe
Saccharomyces « Sensu stricto ». Afin d'étudier la variabilité des séquences
télomériques dans le groupe des « Sensu stricto », nous avons analysé l'ADN
génomique de chacune des espèces par Southern. Chez S. cerevisiae, les
séquences sous-télomériques Y' contiennent un site de restriction Xho\ permettant
de libérer les fragments terminaux de restriction (Figure 1). L'ADN extrait des
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Saccharomyces cerevisiae 









S. exiguus sensu lato 
S. dairensis (clan 213) 
S. castellii 
S. k/uyveri petite negative 
(clan 10) 
-100 ma Ashbya gossypii (clan 12) 
-150 ma Kluyveromyces /actis (clan 11) 
-1000 ma ....._ ___ _,,,~--------- Schizosaccharomyces pombe 
Figure 17. Arbre phylogénétique de Saccharomyces et des espèces apparentées. Adapté de 
Kurtzman, C.P. et Robnett, C.J. , 2003. La distance évolutionniste est exprimée en millions d'années 
(ma). Voir le texte pour des explications plus détaillées. 
Chapitre Ill Structure secondaire de /'ARN de la télomérase 
128
différentes souches a été digéré par Xho\ et les bandes télomériques ont été
visualisées avec une sonde télomérique de S. cerevisiae (Figure ISA). Chez
toutes les souches, on observe une hybridation croisée avec la sonde télomérique
de S. cerevisiae (Figure ISA). À noter que la faible hybridation de S. bayanus et S.
pastorianus (Figure 1 SA, piste 7 et 8) est due à un mauvais transfert (comparer
avec les même pistes de la Figure 18B). La longueur des TRFs diverge cependant
d'une souche à l'autre, indiquant que les séquences Y' typiques sont absentes de
certaines souches de « Sensu stricto ». Cette possibilité a été confirmée par le fait
que l'hybridation d'une sonde Y' produit des signaux faibles chez S. mikatae et S.
bayanus (données non montrées). Le fait que le site Xho\ ne soit pas conservé à
travers le complexe « Sensu stricto » ne permet pas de comparer la longueur des
télomères. Pour ce faire, nous avons digéré l'ADN génomique de ces souches
avec Rsa\ et Hinfl et l'avons analysé en Southern à l'aide d'une sonde télomérique
de levure (Figure 18B). Grâce à leur courte séquence de reconnaissance, ces
enzymes digèrent très fréquemment l'ADN génomique, donc très près des
séquences télomériques. Les TRFs ainsi libérés sont plus représentatifs de la
longueur des répétitions télomériques et permettent la comparaison d'une espèce
à l'autre. S. cerevisiae, S. paradoxus, S. cariocanus et S. kudriavzevii ont des
télomères oscillant autour de 400 pb (pistes 1, 2, 3, 4 et 6). Par contre, S. mikatae
et S. bayanus ont des télomères plus longs à environ 1 kpb (pistes 5 et 7), alors
que les télomères de S. pastorianus sont les plus courts à 250 pb (piste 8).




















Figure 18. Analyse des fragments terminaux de restriction (TRFs) chez les espéces de 
Saccharomyces appartenant au complexe "Sensu stricto". L'ADN génomique extrait de S. 
cerevisiae S288C (Scec), S. cerevisiae SK1 (Scek), S. paradoxus (Spar), S. cariocanus (Scar), S. 
mikatae (Smik), S. kudriavzevii (Skud), S. bayanus (Sbay) et S. pastorianus (Spas), a été digéré par 
Xhol (A) ou par Rsal combiné à Hinfl (B) en vue de libérer les TRFs (voir Figure 1) puis analysé par 
transfert Southern avec une sonde télomérique de S. cerevisiae. 
Chapitre Ill Structure secondaire de /'ARN de la télomérase 
130
CHAPITRE IV
Dissection de la région promotrice de TLC1 chez Saccharomyces cerevisiae
Préambule
Afin d'identifier les séquences promotrices importantes pour la production
de TLC1, nous avons effectué une série de délétions ciblant les domaines
conservés en amont de l'extrémité 5' prédominante, précédemment caractérisée.
Cette approche nous a permis de mettre en évidence des régions cruciales pour le
maintien adéquat des télomères in-vivo.
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Objectif du projet
Chez la levure S. cerevisiae le gène TLC1, qui encode l'ARN de la
télomérase, est transcrit par l'ARN polymérase II. TLC1 est détecté sous deux
formes: une forme est polyadénylée (poly A"") peu abondante, et une forme non-
polyadénylée (poly A") présente en plus grande quantité. Le processus de
maturation de TLC1 est mal connu, mais des données récentes suggèrent que la
forme poly A", vraisemblablement issue de la maturation de la forme poly A"^
(Chapon et al., 1997), est la forme présente dans le complexe ribonucléoprotéique
de la télomérase (Bosoy et al., 2003). L'alignement des séquences d'homologues
de TLC1 a révélé que la région promotrice contient des séquences hautement
conservées, pouvant constituer des sites de liaison pour des facteurs impliqués
dans la transcription et la régulation du gène. Ce projet consiste à déterminer
l'importance de ces séquences dans la transcription et la maturation de TLC1,
notamment dans la blogénèse des formes poly A"" et poly A".




La souche utilisée dans cette étude est CSHY76 {MATa/a ade2/ade2
ura3/ura3 Ieu2/leu2 his3/his3 trp1/trp1 TLC1/tlc1::LEU2 RAD52/rad52::TRP1)
obtenue du Dr. C. Greider (Le et al., 1999). Cette souche a été sporulée et les
spores issues de la dissection des tétrades ont été testées pour les marqueurs
appropriés.
Alignement des séquences
Pour chaque membre du groupe apparenté « Sensu stricto », les
séquences homologues comprises entre les gènes PDX3 et CSG2 ont été
amplifiées et séquencées tels que décrit précédemment (Dandjinou et al., 2004b).
La séquence de la région intergénique située entre l'ATG du gène PDX3 et
l'extrémité 5' du gène TLC1 ont été alignées à l'aide du logiciel ClustalW.
L'extrémité 5' mature de TLC1 et ses homologues comportent des nucléotides
conservés. Les séquences conservées à l'extrémité 5' mature des homologues de
TLC1, de même que les premiers nucléotides de la séquence codante des
homologues de PDX3 ont servi de point d'ancrage pour l'alignement. Les
alignements grossiers obtenus ont été par la suite optimisés par ajustements
manuels (James et al., 1989).
Délétions par FOR
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Onze domaines de la région promotrice de TLC1 ont été ciblés sur la base
de leur forte conservation phylogénétique au sein du groupe des « Sensu stricto »
(Figure 19). Des fragments successifs couvrant chacun de ces domaines ont été
délétés individuellement (G, H, I, J et K) ou en combinaison (A à F, G à K et A à K)
grâce à la méthode dite du SOE (splicing by overlapping extensions) (Norton et al.,
1993). Cette stratégie de délétion consiste en 3 réactions de PCR mettant à
contribution deux amorces internes chevauchantes et deux amorces externes
(Tableau 5). Les deux premières réactions de PCR (PCR1 et PCR2) utilisent
chacune une amorce externe et une amorce interne pour produire des fragments
d'ADN situés de part et d'autres de la séquence à déléter (Tableau 6). Les
amorces internes comportent des séquences complémentaires, ce qui permet de
rabouter les fragments issus des PCR 1 et 2 au cours d'une troisième réaction de
PCR (PCR3). Dans 25 pl des réactions PCR1 et PCR2 on retrouve 10 mM Tris-
HCI, pH 8.8, 25 mM KCI, 5 mM (NH4)2S04, 2.5 mM MgCb, 0.2 mM de chaque
dNTP, 1.5-2.5 U de polymérase Pwo (Roche), 20 pmole de chaque amorce et 50
ng d'ADN génomique de S. cerevisiae S288C. L'amplification a été faite en un
cycle à 94°C pendant 2 min, ensuite 35 cycles à 94°C pendant 15 s, 50°C pendant
30 s et 72°C pendant 2 min et un cycle final à 72°C pendant 5 min. Les produits
des PCR1 et PCR2 ont été purifiés sur gel à l'aide d'une trousse d'extraction
QIAquick (QIAGEN). 25 pl de la réaction PCR3 contiennent 10 mM Tris-MCI, pH
8.8, 25 mM KCI, 5 mM (NH4)2S04, 2.5 mM MgCl2, 0.2 mM de chaque dNTP, 1.5-
2.5 U de polymérase Pwo (Roche) et 30 à 120 ng des fragments purifiés PCR1 et
PCR2 en proportions équimolaires. La réaction de raboutage des fragments PCR1
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Cona AGTCATTtTc• GTq• AqAT• -gt- • • • AgTgTgcTa• T• GT• T• • -f • -gT-TctT- -Aaa- • • -TAatcAT-cAgATTAGTCaTT- • • -CTTCTTTcTT- -AaGTTgCG- •Ccc-tc- -ag- • -Tta• aatTTACCCGG- -c* •g-t-c • gtGGcA-ccAtaAGAGc-C'attggg-TG-T* -GcAga T






-450 -440 -430 -420 -410 -400 -390 -380 -370 -360 -350 -340 -330 -320 -310 -300 -290 -280 -270







Sbay GCCAGTGTGTGGTTCTTGTCAAGGNC TAC TGTGTGTGCGGGTGTGTGAACTACAGTAGTGTCATGAAATACAGCCT—GAAGGG-AAAAACTTCACAACGGAACTTAAGTGGTTCATCGAGACGTCTATCTGCCAGCTTAGAGTGACCATCCGCGAGTGATTGTTGCGCGGGCAGTCAATGATACTGG—G
Spas ACCAGAGTATGGTTCTTGTCAAGGTT TAC TGTGTG TGAACTACAGTAGTGTCATGAAATACAACCT—AAATGGCAAAAACTTCACAACGGAGCTTAAGTGGTTCATCGAGTCGTTTATCTGCCAGCTTAGAGTAACCATCCGCGGGTGAGTGATGCGCGGGCAGTCAATAATACTGG—G
Cona a- • -G- -t-T- Tg• tTa-cAAGatt 1 T- -G tGAACTACAGTAGTGT• ATGAAATACA• cCT• -a-Ag-c aaaAACTTCACAACGGAaCTTAAGtGGTTCAtt• A- -c-TcTATCtgCCAGCTTAGAGagaC• A Ccg-gggtGag• • ataCtCGqGcaGcCaAaaATACTGG• -G
BRE







-260 -250 -240 -230 -220 -210 -200 -190 -180 -170 -160 -150 -140 -130 -120 -110 -100 -90
I  I I 1 1 I I I I I I I I I I I 1 I
Scec -TTGTATATT TACTTGTGT-TAGTTTATAAATAA—ATTTTATATCACT—ATATGTGTGGTGAA-AAGGAAGAGCAATCCTGCTAAAGCTTTT-ATATCTAAACGCCAAAAAAATAAAAAAAAAA GGAAATGGGAGAAAA-GTTTTCAGCGCGCGAAC-TCGCGAAAAAACTTCCTCTTTAGCAATGGTG-A
Scek -TTGTATATT TACTTGTGT-TAGTTTATAAATAA—ATTTTATATCACT—ATATGTGTGGTGAA-AAGGAAGAGCAATCCTGCTAAAGCTTTT-ATATCTAAACGCCAAAAAAATAAAAAAAAAAAAAAGGAAATAGGAGAAAA-GTTTTCAGCGCGCGAAC-TCGCGAAAAAACTTCCTCTTTAGCAATGGTG-A
Spar -TTGTATTTT TACTTGGGT-TAGTAGGAAAAGG-ATTTTATATATAAC—AAAATATATGGTGAAGAAAGAAGAGCAATTCTGCCAAAGCTTTTTATATCTAAATGCCAAAAAAAATTAAAAA GGAAATAGGAGAAAA-GTTTTCAGCGCGCGAAG-TC-SGAAAAAC-GTCTACTTCAGTAATGGCG-G
Scar -TTGTATTTT TACTTGGGT-TAGTAGGAAAAGAACAT-TATATATAAC--AAAAGTTATGGGGAAGAAAGAGGAGCAATTCTGCCAAAGCTTTTTATATCTAAATGCCAGAAAAAATAAAAAAA GAAAATAGAGAAAA-GTTTTCAACGCGCGAAC-TCGCGAAAAAAAGTCTACTTCAGTAATGACG-G
Smik -TTGTATTTTACTTGCTTTTATATTGCAAGCAAGCAAGATGTATCTATATATGACAATGCATGATTAA-GAAAAAGAGCAGGCCTGC-AAAGATGTCTATATTTAAATAGCAAAAAAAAGAA GTATAGGAGAAAA-GTTTTCGGCGCGCCAAT-TCGCGAAAAACCGTTCTCTTTTCCAACAGCATA
Skud TTTGTATTTTACTTGATTTTATGTGTCAAGAGAACACAG TATA-CAAAACAATAGTGGTAAAGAATGAGAACAAGACTTGC-ATTGTTCCCTGTATTTAAATGCCA GAAGAAAA-GTTTTCAGCGCGTAAAAATCGCGAAAAACTGCCAATTTCGGCAAATG-A—
Sbay GTTATACTTTACTTGGTTTTATATTCGAAGGAAACAGAG TATA-CTAAAGAACAATGGCGAGAAA-GAGCTCCGATTTTGA-AATGCTTCTTATATCTAAATGGAAAAAAAATA CAATAGAGAAAAAAGTTTTTCCAGCGCGCGAAT-TCGCAAAAAAGTACCTATTTCAATACCGGTG—
Spas GTT-TACTTTACTTGGTTTTAT-TTGAAAGGAAGCAAAG TATA-CAAGAGAGTATTGGTGGAAAA-GAGCACCGAATTTGA-AATGTTTCCTATATCTAAATGAAAAAAAAAAAAAAAAAAA CGACAAAGAAAAAAATATTTTCAGCGCGCGAAT-TCGCGAAAAACTGCCTATTTCATCATCGATA—
Cens TT-TAttTT- • -T- TT-t-T-T- • -a-g-aAa-a TATA-C A TGgtgaa-aA-gA- -a-caa- • • TGc• Aa-G-Tt• • -aTATcTAAAcg• -A g-A-AAAa- -TTTtCagCGCGcgAA- TC-cgAAAAA c- • -TT-A- -Aa-gg- • • •
Boite TATA Boite TATA
DEL >](< H >) [< 1 >](<
-80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 +1 TLCl
I I I I I I I I I
Scec C-ATA-TAGATCTCAAGGTTC TCAA TTAAAAGACCTTC—TTTGTAGCTTTTAGTGTGATTTTTCTGGTTTGA GAATA A—AACTA—GAGAGGAA
Scek C-ATA-TAGATCTCAAGGTTC TCAA TTAAAAGACCTTC--TTTGTAGCTTTTAGTGTGATTTTTCTGGTTTGA GAATA A—AAATA—GAGAGGAA
Spar C-ATA-CAGATCTCGAGCTTC TCGG TTTAAAGGCTTTC--TTTATAGCTTTCAATACGACTTATCCGGTTCGA GAATA CA CTA--CAAAGGAA
Scar C-GTA-CAGATCTCGAGCTTC TCAG TTTAAAGGCTTTC—TTTATAGCTTTCAGTGCGACTTATCCGGTTTGA CAATA CA CTA—TAGAGGAA
Smik CTACAACAGCTCTCGAGCATA TCAG TTAAAAGGCTTCT—TTTATGGTTTCCAGCTGAAGTCCTCAATAGTAGTTCTCCAATAGGGGCATGCGCTA—ATGAGGAA
Skud C-ATA-CAGATCTCGAACATC TCAC TTCAGATGTATTC—TTCGTANNTTTCAAAACAGACCATCC GATCG AA GCATGCGCTT—ATGAGGAA
Sbay C-ATA-TCGATCTCGAGCATTAAAATCACGCTTGCTGCAGCAAATGCAGATACCTTCCGTTGGCAGTTTTCAATACGGATCATCCG-ATTG-TC GCATGTGCTCATGAGAGGAA
Spas C-ACA-TAGATCTCGAGCATCAAAATCACGCTTGCTGCAACACATTCGGATACCTTTTGTTGCCAGTCTTCAATACAGATCATCCG-ATCG-T GGCATGTGCTTATGAGAGGAA
Cona C-atA- • aGaTCTCgAgc-Te • • • • TCa Tt -aaA- - c • Ttc • -tt • • tag -tTtcA-1 t • • TC g A- • • • cT gAGGAA
DPE
DEL J >) (< K >)
Figure 19. Séquences conservées en amont des séquences codantes de l'ARN de la télomérase dans le groupe des « Sensu stricto ». Les séquences de
la région promotrice du gène de l'ARN de la télomérase de S. cerevisiae S288C (Scec), S. cerevisiae SKI (Scek), S. paradoxus (Spar), S. cariocanus (Scar), S.
mikatae (Smik), S. kudriavzevii (Skud), S. bayanus (Sbay) et S, pastorianus (Spas), ont été alignées tel que décrit dans le texte. Les tirets (-) Indiquent des
espaces introduits au sein de l'alignemement. Le numérotage, indiqué par une barre à chaque 10 nucléotides, a été fait sur la base du premier nucléotide de la
séquence codante de TLC1. Les premiers nucléotides de la séquence codante des homologues de TLC1 et PDX3 sont soulignés. Les motifs BRE, TATA, et DPE
généralement retrouvés dans les séquences promotrices des ARN polymérases II sont soulignés. À la ligne de consensus (Cons), les nucléotides conservés au
sein de toutes les espèces sont indiqués en lettres majuscules; les lettres minuscules Indiquent les nucléotides conservés chez 85% des espèces; les points
correspondent au résidus variables. Les limites des séquences délétées (DEL) sont Indiquées par des accolades. L'Identité du segment délété est inscrite à







































Tableau 5. Oligonucléotides synthétiques utilisés dans l'étude de la région promotrice de
TLC1. Les séquences soulignées sont des sites de restriction ajoutés pour les subséquents sous-
clonages. Les oligonucléotides comportant des nucléotides en caractère gras comportent les
séquences situées de part et d'autre de la région à déléter.




Région délétée Position de la déiétion Amorce FWD (5'->3') Amorce REV (5'->3') Amorce FWD (5'->3') Amorce REV (5'->3')
G -243 à-299 SPE-931TLC1FWD -305-224TLC1REV -248TLC1FWD +15G2TLC1ECOREV
H -145 à -242 SPE-931TLC1FWD -248-129TLC1 REV -150TLC1FWD +1502TLC1ECOREV
1 -86 à -144 SPE-931TLC1FWD -150-70TLC1REV -91 TIC 1 FWD +1502TLC1ECOREV
J -30 à -85 SPE-931TLC1FWD -87-7TLC1REV -35TLC1FWD +1502TLC1ECOREV
K +1 à -29 SPE-931TLC1FWD -28+20TLC1REV -6TLC1FWD +1502TLC1ECOREV
Aà F -298 à - 644 SPE-298TLC1FWD +1502TLC1ECOREV - -
GàK +1 à -299 SPE-931TLC1FWD -298+20TLC1REV -6TLC1FWD +1502TLC1ECOREV
Aà K +1 à -644 SPE+1TLC1FWD +1502TLC1ECOREV - -
















Tableau 6. Fragments mutants générés par SOE pour l'étude de la région promotrice de TLC1. Les oiigonuciéotides indiqués ont été
utilisés au cours de deux réaction de PCR (PCR1 et PCR2) pour générer des fragments chevauchants situés de part et d'autre de la région à




et PCR2 a été effectuée en un cycle à 94°C pendant 2 min, et de 10 cycles à 94°C
pendant 15 s, 50°C pendant 30 s et 72°C pendant 2 min, suivis de 25 cycles
d'amplification à 94°C pendant 15 s, 50°C pendant 30 s et 72°C pendant 2 min; 20
pmole de chacune des amorces externes ont été ajoutées durant la première
dénaturation du dernier cycle. Les fragments de PCR3 dépourvus des régions
promotrices G, H, I, J, K, A à F, G à K et A à K ont été digérés grâce aux sites de
restriction uniques Spel et EcoRI introduits dans chaque amorce interne, purifiés
sur gel tel que mentionné précédemment.
Constructions de plasmides
Dans la phase initiale de ce projet, des fragments contenant divers mutants
de délétion de la région promotrice de TLC1 en amont de la séquence codante ont
été introduits dans le vecteur pRS316 (Sikorski et Hieter, 1989). Nous avons
cependant constaté qu'une construction dans laquelle pRS316 contient seulement
les séquences codantes de TLC1 (contrôle négatif), c'est-à-dire dont la région
promotrice est complètement délétée, arrive à maintenir ses télomères lors de
tests de complémentation dans une souche tlc1 rad52. Des analyses en Northern
Blot ont par la suite montré que même dépourvu de ses séquences promotrices
TLC1 est trancrit (Stéphanie Larose, communication personnelle), suggérant que
des séquences du vecteur situées en amont du gène peuvent servir de promoteur
(Marathe et McEwen, 1995). Afin de bloquer cette transcription cryptique (read-
through transcription), nous avons effectué une deuxième ronde de clonages dans
le vecteur pADCEN26. Pour construire ce vecteur, nous avons amplifié un
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fragment de 327 pb du terminateur de transcription du gène ADH1 (Ammerer,
1983) à l'aide des amorces ADH1TERMF et ADH1TERMR (Tableau 3) avec
pGAD-GH (Clontech) comme substrat, puis introduit ce fragment dans le site Sacl
et Spel de pRS316.
Les fragments de PCR3 dénués des régions promotrices G, H, I, J, K, A à
F, G à K et A à K) ont été introduits dans pADCEN26 pour générer respectivement
les plasmides pADCEN27, pADCEN28, pADCEN29, pADCEN30. pADCEN31,
pADCEN32, pADCEN33, pADCEN34 (Tableaux 6 et 7). La digestion par les
enzymes de restriction indiquent que les délétions ont bien été introduites.
Cependant ces constructions devront être validées par le séquençage des inserts.
Tests de complémentation et analyse des télomères
La capacité des mutants de délétion de la région promotrice de TLC1 à
soutenir la survie de souches tlc1 rad52 et à maintenir l'homéostasie de la
longueur des téloméres a été déterminée par des essais de sénescence et par
l'analyse de la longueur des téloméres en suivant les procédures décrites
précédemment (Dandjinou et al., 2004b).
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RÉSULTATS
Identification des séquences conservées en amont des gènes de
l'ARN de ia télomérase. Nous avons cloné et séquencé la région intergénique de
PDX3 et CSG2 dans huit espèces de Saccharomyces constituant ie groupe
« Sensu stricto ». L'alignement des séquences situées entre les homologues des
gènes PDX3 et TLC1 nous a permis d'Identifier 11 îlots de réglons fortement
conservées. Des fragments contigus englobant ces réglons conservées ont été
désignés A, B, C, D, E, F, G, H, I, J et K (Figure 19). De plus, l'Inspection visuelle
de ces séquences conservées a permis d'Identifier des putatifs motifs
généralement retrouvés au sein des noyaux promoteurs de l'ARN polymérase II.
À environ -280 nt de l'extrémité 5' du transcrit mature, se trouve une région
conservée présentant de fortes ressemblances avec le site de liaison de TFIIB,
BRE (TFIIB Récognition Elément). Le consensus du BRE est G/C-G/C-G/A-C-G-
C-C (Lagrange et al., 1998). Dans la région -170 à -240, on retrouve des motifs
du type boîte TATA répondant au consensus TATA-A/T-A-A/T-A/G (Basehoar et
al., 2004). La boîte TATA fonctionne dans les deux directions (Huang et al., 1996)
et joue un rôle Important dans l'assemblage de la machinnerle trancriptionnelle sur
le promoteur (Benoist et Chambon, 1981). La région conservée à environ -70
contient la séquence 5'-AGATCTCAA-3', ce qui correspond au consensus du DRE
(Downstream Promoter Elément; A/G-G-A/T-C/T-G/A/C) (voir discussion).
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Identification des éléments de la région promotrice de TLC1
indispensables à la survie et au maintien de l'homéostasie de la longueur
des télomères. Afin de déterminer l'importance des séquences identifiées dans la
production d'une forme fonctionnelle de TLC1, nous avons eu recours à une
stratégie de délétion sélective. Nous avions précédemment généré le plasmide
pADCEN36 contenant toute la portion intergénique située entre les gènes PDX3 et
CSG2 (-930 à +1500), c'est-à-dire la région contenant TLC1 ainsi que ses
séquences promotrices et terminatrices (Dandjinou et al., 2004b). Dans la
présente étude, nous avons produit des variants de pADCEN36 (contrôle positif)
dans lesquels des segments conservés de la région promotrice ont été délétés
individuellement ou en combinaison (Figure 20). Il s'agit des plasmides
PADCEN27 (délétion de G), pADCEN28 (délétion de H), pADCEN29 (délétion de
I), pADCEN30 (délétion de J), pADCEN31 (délétion de K), pADCEN32 (délétion de
A à F: région distale), pADCEN33 (délétion de G à K: région proximale) et
pADCEN34 (délétion de A à K: contrôle négatif).
Nous avons introduit ces constructions dans une souche de levure
dépourvue de toute activité de maintien des télomères suite à la délétion
génomique des gènes TLC1 et RAD52 {tlc1 rad52). Lorsque le promoteur est
intact, les cellules survivent normalement (voir Tableau 6, pADCEN36) et les TRFs
sont maintenus à -1.3 kpb (Figure 21, pistes 16 et 17). Par contre, en absence de
TLC1 ou de sa région promotrice (pADCEN26 et pADCEN34), les cellules entrent
en sénescence au bout de 60 à 80 générations (Tableau 6, vide et délétion de A à
K) et les télomères sont excessivement courts dès 30 générations (Figure 21,





120G, 20G^ 140G, 40G^
YG-TRP-LEU
160G, 60G® 180G, 80G^ 200G,100G^
G (pADCEN27) ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +/-
H (pADCEN28) ++ ++ ++ ++ ++ ++ +/- -
1 (pADCEN29) ++ +/- -
J (pADCENSO) ++ ++ ++ ++ ++ +/- +/- -
K(pADCEN31) ++ ++ ++ ++ ++ +/- +/- -
A à F (pADGEN32) ++ ++ ++ ++ ++ ++ +/- -
G à K (pADCEN33) ++ ++ ++ ++ -
A à K (pADCEN34) +/- +/- -
Vide (pADCEN26) +/- -
















Tableau 7. Survie des souches arborant des délétions de la région promotrice de TLC1. Des plasmides contenant le gène TLC1
avec des délétions dans divers segments de la région promotrice ont été construits et nommés comme suit: pADCEN27 (délétion de la
région G), pADCEN28 (délétion de la région H), pADCEN29 (délétion de la région I), pADCEN30 (délétion de la région J), pADCEN31
(délétion de la région K), pADGEN32 (délétion des régions A à F: distales à TLC1), pADCEN33 (délétion des régions G à K: proximales
à TLC1), pADGEN34 (délétion des régions A à K: promoteur entier délété) et pADGEN26 (plasmide vide). La souche diploïde GSHY76
a été transformée avec chacun de ces plasmides. Après sporulation et dissection des tétrades, les double mutants tlc1 rad52 ont été
sélectionnés. La capacité des plasmides à soutenir la croissance a été déterminée par passages successifs sur milieu solide YG-TRP-
LEU jusqu'à 100 générations. Par la suite, les cellules qui survivent au delà de 100 générations sont successivement poussées sur
milieux 5-FOA et YG-TRP-LEU pour confirmer la dépendance du plasmide. Pour chaque délétion, deux colonies Indépendantes ont été
suivies et se comportent de façon identique. La souche isogénique sauvage (WT) a été traitée de façon similaire aux mutants et sert de
contrôle positif. Le plasmide vide sert de contrôle négatif. La viabilité est déterminée selon la taille de la colonie après 3 jours.
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Figure 20. Aperçu schématique de la région intergénique de PDX3 et TLC1. L'ATG de PDX3 et 
le premier nucléotide de la séquence codante de TLC1 sont représentés par une flèche. Les seg-
ments A à K ont été délétés individuellement ou en combinaison. Les limites de ces segments sont 
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Figure 21. Effets des délétions dans la région promotrice de TLC1 sur le maintien des 
télomères. Pour chaque souche indiquée au Tableau 4, une colonie indépendante a été prélevée 
après 20 générations (pétris de transformation) et 1 OO générations (quatrième passage après 
transformation), puis inoculées en milieu liquide pour environ 10 générations additionnelles. L'ADN 
génomique a été préparé à partir de ces cultures, digéré par Xho 1 en vue de libérer les TRFs (voir 
Figure 1) et analysé par transfert Southern avec une sonde télomérique. La souche isogénique 
sauvage (WT) a été traitée de façon identique et sert de contrôle positif. 
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pistes 14 et 15). Ce résultat est attendu puisque TLC1 est une composante
essentielle pour l'activité de la télomérase. En délétant complètement la région
intergénique de PDX3 et TLC1, le gène TLC1 est privé de ses régions promotrices
et n'est pas transcrit. Cette situation conduit à la sénescence. Nous avons
cependant noté que malgré l'absence du promoteur, TLC1 peut être transcrit par
des séquences cryptiques présentes dans le vecteur (données non montrées).
Cette transcription a été abolie grâce à l'insertion du terminateur de transcription
du gène ADH1 dans le vecteur pADCEN26, en amont du site où les fragments de
délétion ont été insérés. Une souche arborant une délétion de la partie distale de
la région du promoteur de TLC1 (pADCEN32: A à F) se comporte comme le
contrôle positif puisque ni la croissance cellulaire (Tableau 7, délétions de A à F),
ni l'homéostasie de la longueur des télomères ne sont affectées (Figure 21, pistes
10 et 11). Ce résultat suggère que la région promotrice G à K comprend tous les
éléments nécessaires à la transcription efficace de TLC1. Par contre, dans une
souche contenant une délétion de la partie proximale du promoteur de TLC1
(pADCEN33: G à K), on n'observe pas de sénescence (Tableau 7, délétion de G à
K) quoique les télomères soient maintenus courts (Figure 21, pistes 12 et 13),
indiquant que la région A à F (région distale) ne peut soutenir une qualité et/ou un
niveau de transcription nécessaires au maintien des télomères. Puisque la région
G à K (proximale) semble déterminante pour la transcription de TLC1, il était
intéressant de disséquer plus en détail cette région afin d'identifier quels éléments
spécifiques sont impliqués dans l'expression de TLC1. De toutes les délétions
individuelles effectuées dans les segments G, H, I, J et K, seule la région I
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semblait être critique pour la survie (Tableau 7, pADCEN29) et la longueur des
télomères de la souche hôte (Figure 21, piste 5 et 6). Ces résultats renforcent la
proposition selon laquelle des séquences spécifiques de la région G à K sont
cruciales pour la production d'un ARN fonctionnel.
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CHAPITRE V
Étude des interactions régissant la formation du putatif pseudonoeud I dans
l'ARN de la télomérase chez Saccharomyces cerevisiae
Préambule
Afin de confirmer les interactions tertiaires nécessaires à la formation du
pseudonoeud, nous avons effectué une série de mutations abolissant ou
rétablissant la complémentarité des segments d'ARN potentiellement impliqués
(715-722/761-768). L'analyse des données suggère que si le pseudonoeud se
forme in-vivo, il est suffisamment flexible pour adopter des conformations
alternatives grâce à des appariements cryptiques.
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Objectif du projet
En dépit des divergences significatives dans les séquences primaires et les
tailles, l'analyse phylogénétique a permis de mettre en évidence un pseudonoeud
essentiel et ubiquitaire au sein de l'ARN de la télomérase des ciliés, des vertébrés
et de la levure K. lactis (ten Dam et al., 1991 ; Chen et al., 2000; Tzfati et al., 2003).
Récemment, nous avons établi un modèle de structure secondaire pour l'ARN de
la télomérase chez la levure S. cerevisiae et proposé la présence d'un
pseudonoeud (Dandjinou et al., 2004b). Cette structure tertiaire se retrouve au
sein d'un segment d'ARN indispensable à l'association de la transcriptase inverse
et dont la délétion entraîne le raccourcissement des télomères et la sénescence
(LIvengood et al., 2002). Nos observations suggèrent que la formation de ce
pseudonoeud pourrait contribuer à la liaison de la transcriptase inverse et à la
catalyse enzymatique. Nous voulons donc identifier les interactions nucléotidiques
essentielles à la formation du pseudonoeud et évaluer son importance pour la
stabilité de la longueur des télomères chez S. cerevisiae.




La souche utilisée dans cette étude est CSHY76 {MATa/a ade2/ade2
ura3/ura3 Ieu2/leu2 his3/his3 trp1/trp1 TLC1/tlc1 ::LEU2 RAD52/rad52::TRP1)
obtenue du Dr. C. Greider (Le et al., 1999). Cette souche a été sporulée et les
spores issues de la dissection des tétrades ont été testées pour les marqueurs
appropriés.
Délétions par PCR
Nous avons proposé que chez S. cerevisiae, la formation du pseudonoeud
pourrait reposer sur la complémentarité des segments d'ARN comprenant les
nucléotides 5'-715-722-3' et 5'-761-768-3'. Nous avons utilisé la stratégie de PCR
par SOE décrite au chapitre précédent afin de substituer les nucléotides présents
sur ces deux segments. Les amorces utilisées pour introduires ces mutations sont
répertoriées au tableau 8 et les fragments générés sont inscrits au tableau 9. Ces
fragments contiennent le gène TLC1 muté flanqué de ses séquences promotrices
et terminatrices (voir étude précédente).
Constructions de plasmides
Les fragments de PCR3 correspondant aux différents mutants ont été introduits
dans le site Spel-EcoRI de pADCEN26 pour générer respectivement les plasmides























Tableau 8. Oligonucléotides utilisés dans i'étude du pseudonoeud I. Les séquences
soulignées sont des sites de restriction ajoutés pour les subséquents sous-clonages.
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Tableau 9. Fragments mutants générés par SOE pour l'étude du pseudonoeud I. Les oligonucléotides indiqués ont été utilisés au
cours de deux réaction de PCR (PCR1 et PCR2) pour générer des fragments chevauchants situés de part et d'autre de la région à
























pADCENSO (interruption totale), pADCEN51 (interruption partielle), pADCEN52
(rétablissement) et pADCEN53 (S. bayanus] Figure 22). Pour chaque construction,
la délétion a été confirmée par séquençage des deux brins de l'insert.
Tests de complémentation et analyse des télomères
Les tests de complémentation des mutants de délétion de la région
promotrice dans les souches tlc1 rad52, de même que l'analyse de la longueur des
télomères ont été réalisés selon les procédures décrites précédemment
(Dandjinou et al., 2004b).
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RÉSULTATS
Importance du pseudonoeud I de l'ARN de la télomérase de S.
cerevisiae pour la survie et le maintien de l'homéostasie de la longueur des
télomères. L'analyse phylogénétique d'homologues de TLC1 dans le groupe des
Saccharomyces « Sensu stricto » utilisée conjointement avec des analyses par
sondes biochimiques nous a permis de proposer un modèle de la structure de
l'ARN de la télomérase chez la levure (Dandjinou et al., 2004b). Dans cette
structure, nous avons mis en évidence une putative structure tertiaire résultant de
l'appariement entre les boucles des hélices V et VI, le pseudonoeud I. La présence
d'un pseudonoeud dans l'ARN de télomérase semble universellement conservée
puisque ce type de structure se retrouve également chez les ciliés et les vertébrés,
ainsi que chez la levure K. lactis (ten Dam et al., 1991; Chen et al., 2000; Tzfati et
al., 2003). Dans ces organismes, le pseudonoeud est essentiel à la liaison de la
sous-unité catalytique de la télomérase TERT à l'ARN et/ou au maintien des
téloméres (Gilley et Blackburn, 1999; Autexier et al., 1996; Bachand et al., 2001;
Martin-Rivera et Blasco, 2001; Ly et al., 2003b). Des délétions effectuées dans
TLC1, combinées à des essais d'immunoprécipitation, ont démontré que la région
centrale de TLC1 est également indispensable pour l'association de Est2p
(Livengood et al., 2002). Comme ce domaine d'association coïncide avec la région
du pseudonoeud, nous avons voulu vérifier l'importance de l'interaction entre les
boucles des hélices V et VI pour l'activité télomérase in-vivo. La stratégie
classique pour ce genre d'analyse génétique consiste à altérer les nucléotides
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participant à l'appariement et à observer les phénotypes associés, c'est-à-dire
l'apparition de la sénescence et la longueur des télomères. Nous avons généré
quatre mutants de TLC1 dans lesquels les interactions putatives entre les boucles
Impliquées dans le pseudnoeud ont été modifiées par substition des nucléotides
(Figure 22). Ces mutants ont été créés de façon à interrompre l'interaction
totalement (Figure 22B), partiellement (Figure 220) ou à rétablir l'interaction à
l'aide de résidus différents (Figure 22D). L'ARN de la télomérase des autres
membres du groupe des « Sensu stricto » était capable de se substituer à TLC1
chez S. cerevisiae, sauf celui de S. bayanus. Comme la nature des nucléotides
contribuant à la formation du pseudonoeud chez S. bayanus diffère de celles des
autres « Sensu stricto », nous avons postulé que l'incapacité de l'homologue de
TLC1 chez S. bayanus pouvait être due à cette différence structurale. Nous avons
donc remplacé les nucléotides impliqués dans l'interaction chez S. cerevisiae par
ceux de S. bayanus (Figure 22E). Ces mutants ont été clonés dans le vecteur
pADCEN26 (contrôle négatif) pour générer les plasmides pADCENSO (interruption
totale), pADCENSI (interruption partielle), pADCEN52 (rétablissement) et
pADCEN53 (bayanus). Le plasmide pADCEN36 (contrôle positif) contient le gène
de type sauvage TLC1. Nous avons transformé ces plasmides dans une souche
de levure dépourvue de toute activité de maintien des télomères à cause de la
délétion génomique des gènes TLC1 et RAD52 {tic1 rad52).
La capacité des différents mutants à soutenir la survie des souches tlc1
rad52 a été déterminée par passages successifs sur les milieux sélectifs
appropriés. Lorsque le pseudonoeud est intact (Figure 22A), les cellules survivent
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Figure 22. Mutations de substitution dans ie putatif pseudonoeud I. L'appariement au niveau
des boucles des Hélices V et VI (A) a été proposé suite à l'analyse phylogénétique de l'ARN de la
télomérase chez les souches Saccharomyces du groupe des "Sensu stricto". Quatre différents
mutants de substitution ont été générés de façon à modifier les interactions du pseudonoeud (voir
tableau 8): interruption totale (B), partielle (C) ou rétablissement (D). L'appariement spécifique
observé chez S. bayanus (E) a également été testé. Ces différents mutants ont été introduits chez
S. cerevisiae afin de tester leur capacité à soutenir la survie. ++ indique une croissance normale
similaire au WT.
Chapitre V Interactions tertiaires du pseudonoeud I
154
normalement. Étonnamment, toutes les souches dans lesquelles les séquences
complémentaires du pseudonoeud ont été interrompues (Figures 22B et 22C) ont
une croissance identique au contrôle positif. Ces résultats indiquent que
contrairement aux vertébrés, aux ciliés et à K. lactis, les interactions du
pseudonoeud que nous avons identifié ne sont pas essentielles à la survie de S.
cerevisiae.
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DISCUSSION
Détermination du rôle de CDC13 dans la formation d'un profil de réplication
aberrant aux télomères d'un chromosome artificiel
Des télomères aux extrémités franches sont créées lors de la synthèse du
brin avancé. Il a été proposé qu'à ces extrémités, le brin C-riche soit réséqué pour
générer une extension simple brin G-riche, substrat de la télomérase (Wellinger et
al., 1996; Makarov et al., 1997; Diede et Gottschling, 2001). Les activités
enzymatiques responsables de la formation de cette structure n'ont pas encore été
caractérisées (Larrivée et al., 2004). Au cours de son projet doctoral, Julie
Parenteau a analysé en gel 2D divers mutants de la voie de la télomérase dans le
but de retrouver des facteurs dont l'absence peut affecter la formation du brin G-
riche. Un de ces facteurs, Cdc13p, s'associe spécifiquement au brin G-riche où il
joue un rôle essentiel dans la protection des télomères et la coordination de la
réplication télomérique. Dans une souche de type sauvage CDC13, la réplication
du chromosome artificiel pRWIlL se produit à partir de son origine de réplication
(ARSH4) localisée en position légèrement excentrée, ce qui se traduit par un profil
en 2D de type « bulle à Y ». Par contre chez le mutant cdc13-2, la réplication d'un
chromosome artificiel semblait se faire selon un profil « Y » caractéristique d'une
origine de réplication située aux extrémités. cdc13-2 était déjà caractérisée comme
une mutation de séparation entre les fonctions de réplication et de recrutement de
CDC13 (Lingner et al., 1997a; Nugent et al., 1996; Evans et Lundblad, 1999;
Pennock et al., 2001; Qi et Zakian, 2000; Evans et Lundblad, 2002). L'initiation de
Discussion
156
la réplication par les télomères dans la souche MVL26A indiquerait que le gène
CDC13 possède des fonctions additionnelles ou que la fonction de protection des
télomères inclut la prévention d'événements de réplication inappropriés.
Nous avons donc effectué l'analyse comparative en gels 2D des profils de
réplication de pRWIlL extrait d'une souche MVL26A ou d'une souche de type
sauvage CDC13 (Figure 12). Dans les deux cas, le profil de réplication est du type
« bulle à Y », indiquant que la réplication du chromosome artificiel se produit
essentiellement par l'origine de réplication interne dans les cellules MVL26A
(Parenteau, 2002).
Le gel 20 est une technique éprouvée pour l'étude des intermédiaires de
réplication (Dandjinou et al., 2004a). Les variantes de cette technique permettent
d'analyser différents phénomènes associés au mouvement de la fourche de
réplication. La technique que nous avons employée dans le cadre de cette étude
est dite neutre/neutre puisque l'ADN est séparé en conditions non-dénaturantes
dans les deux dimensions. Bien que très sensible et nécessitant peu d'ADN, cette
technique montre cependant certaines limitations. Il a été démontré que lorsque
l'origine de réplication se trouve prés de l'extrémité du fragment à analyser, le
signal attendu n'est pratiquement pas détecté (Linskens et Huberman, 1990).
C'est justement dans cette situation que nous nous trouvons en essayant de
détecter un signal de type « Y » d'une réplication initiée aux télomères. Il se peut
donc que l'ambiguïté dans les résultats obtenus par Julie Parenteau soit due à
cette limitation. Cet inconvénient peut cependant être résolu en utilisant une
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alternative au gel 2D neutre/neutre, c'est-à-dire le gel 2D neutre/alcalin
(Huberman, 1990).
Identification de gènes dont la surexpression supprime ie phénotype de
sénescence associé à l'absence d'activité télomérase et de recombinaison
homoiogue.
Bien que Cdc13p ne semble pas avoir un rôle direct dans la réplication aux
télomères (voir Chapitre I), sa présence est essentielle, notamment pour recruter
la télomérase aux télomères. Chez la levure S. cerevisiae, à l'instar de la plupart
des cellules eucaryotes immortelles, la télomérase est le principal mécanisme de
maintien de l'homéostasie de la longueur des télomères. Malgré le défaut de
prolifération associé à l'absence de composantes de la télomérase, par exemple
chez des mutants est1, est2, est3 ou tlc1 (Lendvay et al., 1996; Singer et
Gottschling, 1994), une faible population de levures a la capacité d'échapper à la
sénescence réplicative (Lundblad et Blackburn, 1993). Ces cellules rallongent
leurs télomères par un mécanisme de secours basé sur la recombinaison
homologue contrôlée par RAD52 (Le et al., 1999; Teng et al., 2000) et facilitée par
EX01 (Maringele et Lydall, 2004; Bertuch et Lundblad, 2004). Deux modèles ont
été proposés pour expliquer la façon dont la recombinaison rétablit les télomères.
Le premier modèle suggère que les survivants proviennent d'une série
d'événements de recombinaison qui confèrent un avantage de croissance (Louis
et Haber, 1990). Le second modèle propose que les télomères très courts
entraînent l'ouverture du télosome, ce qui augmente la probabilité d'événements
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de recombinaison (Teng et Zakian, 1999). En absence de télomérase et de
RAD52, aucun survivant n'a été mis en évidence à ce jour, vraisemblabiement
parce que ies mécanismes suppiétifs sont absents ou n'ont pas le temps de se
mobiiiser.
Nous avons pensé que si des mécanismes de remplacement existent, mais
à de faibles niveaux, changer le dosage de certains facteurs pouvait faciliter leur
émergence (Rine, 1991). Notre stratégie consistait à générer des mutants tlc1
rad52 par contre-sélection du piasmide de complémentation sur milieu 5-FOA puis
à cribler une librairie génomique de levure en vue d'identifier des gènes dont la
surexpression supprime le phénotype de sénescence des souches tlc1 rad52.
Cette approche nous a permis d'isoler six clones plasmidiques. Les gènes et
ORFs portés par l'un de ces plasmides ont été sous-clonés afin d'identifier et de
confirmer le facteur responsable de la survie prolongée des souches tlc1 rad52.
Nous avons ainsi isolé NET1. Netlp est une phosphoprotéine qui régule
plusieurs aspects de l'organisation et la fonction du nucléole. Durant les phases
G1, S, et le début de la mitose, Netlp est hypophosphorylée et séquestre la
phosphatase Cdc14p au sein d'un complexe nuciéoiaire appelé RENT (REgulator
of Nucleolar silencing and Telophase). Netlp se comporte alors comme un
inhibiteur compétitif de Cdc14p, en l'empêchant d'exercer son activité
phosphatase essentielle pour sortir de la mitose (Traverse et ai., 2001). Suite à la
phosphoryiation de Netlp par une kinase dépendant de Temlp, le blocage induit
par Netlp cesse à i'anaphase/télophase et Cdc14p est relâchée du nucléole. Une
fois libérée, Cdc14p peut déphosphoryler ses cibles nucléaires (Visintin et al..
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1998; Zachariae et al., 1998), ce qui permet l'entrée en G1. Au cours de la phase
G1, Cdc14p provoque à nouveau sa propre séquestration (inactivatlon) au RENT
en déphosphorylant Netlp (Shou et al., 1999). Le RENT retient également la
protéine Sir2p, une histone déacétylase dépendant du NAD"^ (Imai et al., 2000;
Landry et al., 2000). Sir2p est la seule des protéines Sir indispensable à
l'atténuation (silencing) de l'ADN ribosomal (ADNr), suggérant un mécanisme
d'atténuation différent à ce locus. Indépendamment de sa présence au RENT,
Sir2p forme avec SirSp et Sir4p un complexe associé aux télomères (Hecht et al.,
1996; Strahl-Bolsinger et al., 1997; Pryde et Louis, 1999), aux loci nucléaires de
mating-type HML/HMR (Moazed et al., 1997; Moretti et al., 1994; Hecht et al.,
1995) et aux sites de dommages de l'ADN (Mills et al., 1999; Lee, 1999). Sir2p
participe à la répression de la recombinaison de l'ADNr (Gottlieb et Esposito,
1989) à travers sa séquestration au RENT (Straight et al., 1999). La
recombinaison des unités répétitives de l'ADNr produit des ERCs
(Extrachromosomal rDNA Circles), qui provoquent le vieillissement cellulaire de la
levure (Sinclair et Guarente, 1997). Ainsi, Sir2p est un facteur anti-vieillissement
qui, du fait de sa dépendance au NAD"", établit une corrélation entre l'apport
calorique et le vieillissement (Lin et al., 2000).
La présence quasi ubiquitaire de Sir2p à divers loci cellulaires ainsi que son
rôle dans la prévention du vieillissement, permettent d'émettre plusieurs
hypothèses pour expliquer l'immortalisation des souches tlc1 rad52 lorsque Netlp
est surexprimée. De façon constitutive, les quantités de Sir2p sont limitantes aux
télomères et à l'ADNr, mais pas aux loci HML/HMR (Cockell et Gasser, 1999). La
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surproduction de Netlp au nucléole peut accroître Indûment la séquestration de
Cdc14p, ce qui se traduirait par un rallongement de la portion du cycle cellulaire
entre deux télophases. Ce ralentissement serait favorable à la réparation
d'éventuels dommages à l'ADN. La grande quantité de Netlp au nucléole peut
également augmenter la concentration de Slr2p au RENT, ce qui pourrait
accentuer la répression des ERCs et favoriser la longévité des cellules (Defossez
et al., 1999). Les loci HMUHMR d'une cellule haploïde expriment normalement
l'Information "a" ou "a", mais pas les deux simultanément. Les cellules qui
expriment simultanément les mating type a et a ont un phénotype d'hyper-
recombinaison qui se traduit par un formation accrue des ERCs et favorise le
phénomène de vieillissement. La présence du complexe Sir2p/Sir3p/Sir4p aux loci
HMUHMR empêche la double expression du mating type a/a et contribue à
ralentir le vieillissement cellulaire (Kaeberlein et al., 1999). Autrement dit, toute
situation biologique favorisant la répression des loci HMUHMR pourrait favoriser la
longévité de la levure. Une étude récente suggère que la surexpression de Netlp
met la cellule dans un tel contexte (Kasulke et al., 2002). Lorsque la protéine
Neti p est surexprimée, elle se localise aux loci HMUHMR de façon Sir-dépendant
et contribue à accentuer la répression des loci HMUHMR. Cette observation
supporte l'idée selon laquelle la surexpression de Netlp dans des cellules tlc1
rad52 pourrait favoriser leur longévité. Cependant, les mécanismes de cette
longévité accrue demeurent spéculatifs. Une possibilité qui n'a pas été investiguée
est le changement de la structure du télosome suite à la déplétion de Sir2p des
télomères. La surproduction de Neti p pourrait en effet appauvrir les télomères en
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Sir2p, ce qui favoriserait une configuration « ouverte » du télosome et
augmenterait la probabilité que des événements de recombinaison puissent
maintenir les télomères (Teng et Zakian, 1999).
L'analyse en Southern de l'ADN génomique des survivants tlc1 rad52 a
montré que le gène RAD52 se retrouve intégré dans le génome après une série de
passages en milieu liquide. Il faut noter que la perte des gènes TLC1 et RAD52 a
été vérifiée et confirmée au tout début de l'étude. Plusieurs facteurs pourraient
avoir contribué à la résurgence de RAD52. D'abord, le gène RAD52 a été inactivé
par insertion du marqueur HIS3, laissant environ 1200 et 900 pb de séquences
RAD52 respectivement en amont et en aval du fragment HIS3. Au cours de la
contre-sélection des mutants tlc1 rad52 sur milieu 5-FOA, la pression de sélection
imposée aux cellules combinée à la forte homologie de séquence entre le
plasmide de complémentation pAZ1RAD52 et les séquences génomiques a
probablement favorisé la réintégration du gène RAD52.
À la lumière de cette donnée, les hypothèses émises précédemment pour
expliquer la survie des souches tlc1 rad52, pourraient en fait s'appliquer à de
simples mutants tlc1. Il faut cependant noter que nous n'avons pas effectué des
passages à partir de souches tlc1 surexprimant NET1. Par contre, nous n'avons
été en mesure de retrouver des survivants tlc1 rad52 par surexpression de Netlp
dans la souche CSHY76. D'ailleurs, des résultats obtenus récemment par Pillus et
ses collaborateurs tendent à corroborer l'idée d'une survie accrue des souche tlc1
par surexpression de NET1 (Lowell et al., 2003). De plus, les études effectuées
par de ce groupe contredisent l'hypothèse de la répression du mating type sur la
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longévité. La co-expression des deux informations HMUHMR conduit à la
formation d'un hétérodimère a1/a2 qui altère la transcription d'une multitude de
gènes exclusifs aux cellules haploïdes, ce qui pourrait favoriser des activités
normalement faibles ou réprimées. Afin de tester l'effet du type cellulaire sur la
survie des souches tlc1, ces chercheurs ont introduit un plasmide exprimant le
Mata dans une souche a. Leurs résultats montrent qu'en absence de télomérase,
cette dérépression simultanée des loci HMUHMR empêche l'apparition de la
sénescence. Comme la dérépression des loci HMUHMR peut également être
provoquée par la délétion des protéines Sir, ces chercheurs ont testé l'effet de la
délétion des protéines Sir sur la survie des souches tlc1. Tel qu'anticipé, l'absence
des Sir prévient également l'apparition de la sénescence répllcative. Il semble
qu'en surexprimant Netlp nous ayons mis en évidence un mécanisme de
facilitation de la survie en absence d'activité télomérase. Ce processus reste
cependant dépendant de la présence de RAD52 puisque la délétion des protéines
Sir dans les souches tlc1 rad52 ne permet pas de contrecarrer la sénescence. Les
mécanismes à la base de cette facilitation ne sont pas connus, et les données sur
le mating type sont contradictoires (Kasulke et al., 2002; Lowell et al., 2003).
Cependant, la dérépression du télosome suite à la séquestration de Sir2p au
nucléole et aux loci des mating type pourrait également contribuer à faciliter la
recombinaison et devrait être explorée, par exemple en testant le TPE (Gottschling
et al., 1990; de Bruin et al., 2000a).
Le design expérimental que nous avons utilisé pour retrouver des nouveaux
facteurs contribuant au maintien des télomères dans les souches tlc1 rad52 n'a
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pas permis de compléter le criblage de la librairie. La stratégie de criblage basée
sur la surexpression de gènes demeure cependant un outil élégant pour aborder
l'étude de nouveaux mécanismes de maintien de l'homéostasle de la longueur des
télomères. Connaissant les limites de cette approche, Il serait intéressant d'utiliser
de nouvelles souches tlc1 et tlc1 rad52, d'une part pour confirmer la survie de tous
les candidats obtenus, mais aussi afin de compléter le criblage de la librairie.
Détermination d'un modèle de la structure secondaire de l'ARN de la
télomérase chez Saccharomyces spp.
Sur la base de leur parenté évolutlonniste, nous avons sélectionné les
souches de Saccharomyces du clan des « Sensu stricto » pour la détermination
phylogénétlque de la structure de TLC1 (Figure 17). Les séquences télomériques
sont dictées par la matrice de la composante ARN de la télomérase. Des souches
dont la séquence matricielle est Identique, mais dont la séquence des répétitions
télomériques diverge ont probablement des modes d'élongatlon des télomères
différents (Cohn et al., 1998). Afin d'étudier la variabilité des séquences
télomériques dans ce groupe de levures, nous avons digéré l'ADN génomique de
S. cerevisiae, S. paradoxus, S. cariocanus, S. mikatae, S. kudriavzevii, S. bayanus
et S. pastorianus avec l'enzyme Xho\ seule ou avec une combinaison des
enzymes Rsa\ et Hinfi.
Chez S. cerevisiae, les éléments sous-télomériques Y' se retrouvent chez la
plupart des télomères et contiennent un site pour l'enzyme de restriction Xho\,
permettant de libérer un fragment terminal de restriction de -1.3 kpb (voir Figure
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1). L'analyse par Southern de l'ADN des « Sensu stricto » avec une sonde
télomérique de S. cerevisiae montre une divergence dans la position du site Xho\
le plus proximal des télomères. Cette divergence est due en partie au fait que les
séquences Y' ne sont pas présentes chez tous les membres du groupe,
notamment S. mikatae et S. bayanus (données non montrées). Chez S.
cerevisiae, les répétitions télomériques sont irrégulières, probablement à cause du
mode de réitération utilisé par TERT lors de l'élongation. On observe un bon
niveau d'hybridation croisée entre S. cerevisiae et les autres « Sensu stricto »,
indiquant que la séquence de la matrice est conservée et/ou que les mécanismes
d'addition des répétions sont les mêmes au sein de ce groupe. La conservation de
la séquence matricielle a été confirmée par l'analyse phylogénétique. La nécessité
pour les protéines Raplp et CdcISp à s'associer aux séquences télomériques
constitue probablement une forte pression de sélection en faveur de la
conservation des séquences télomériques (Cohn et al., 1998).
À cause de la divergence dans la position du site Xho\ proximal aux
télomères, les tailles des séquences télomériques dans les souches « Sensu
stricto » ne pouvaient être comparées. Cependant, du fait du court consensus de
leurs sites de restriction, les endonucléases Rsa\ et Hinfl se retrouvent très
fréquemment au sein des séquences génomiques à l'exclusion de l'ADN
télomérique. La digestion de l'ADN génomique par ces deux enzymes combinées
permet, en principe, de libérer le plus petit fragment télomérique possible et facilite
la comparaison de la taille des télomères d'une espèce à l'autre. L'analyse des
TRFs des différentes souches permet de répartir les « Sensu stricto » en trois
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classes par rapport à S. cerevisiae. Dans le premier groupe constitué de S.
paradoxus, S. cariocanus et S. kudriavzevii, on retrouve celles dont la taille des
TRFs est quasi-identique à celle de S. cerevisiae, soit environ 400 pb. Dans le
second groupe comprenant S. mikatae et S. bayanus, les TRFs sont relativement
longs à environ 1 kpb. Dans le dernier groupe comprenant S. pastorianus, les
télomères sont plutôt courts à environ 200 pb. Cette variation de la longueur des
TRFs est difficile à interpréter puisque l'homéostasie de la longueur des télomères
est déterminée par un équilibre entre une multitudes de facteurs. Cependant, les
différences dans les propriétés enzymatiques de Est2p pourraient avoir une
contribution importante.
Cette étude devrait avantageusement être complétée par un certain nombre
d'expériences. Il serait notamment nécessaire de confirmer que les séquences
détectées par hybridation sont effectivement des séquences terminales par
digestion avec Sa/31. Le séquençage des télomères chez les « Sensu stricto », de
même que l'étude in-vitro de l'élongation des télomères dans ce groupe pourraient
permettre de mieux comprendre les modalités d'addition des répétitions
télomériques.
Dissection de la région promotrice de TLC1 chez Saccharomyces cerevisiae
Au chapitre précédent, nous avons utilisé avec succès l'approche
phylogénétique afin d'établir la structure secondaire de TLC1, l'ARN de la
télomérase de la levure S. cerevisiae. Cette méthode nécessitait que nous
obtenions un plus grand nombre de séquences homologues provenant d'espèces
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apparentées dans le clan des « Sensu stricto ». Ces séquences qui ont été
obtenues grâce à l'amplification par PCR de la région intergénique de PDX3 et
CSG2 (Dandjinou et al., 2004b), contiennent également les régions promotrices
des homologues de TLC1. L'alignement des séquences immédiatement en amont
de l'extrémité 5' mature des homologues de TLC1 a révélé la présence d'éléments
hautement conservés dont certains englobent des motifs caractéristiques du
noyau promoteur de l'ARN polymérase II (Figure 19). Au contraire de la levure, la
région promotrice des gènes encodant l'ARN de la télomérase des ciliés est
relativement courte et contient des motifs caractéristiques de l'ARN polymérase III
(Romero et Blackburn, 1991; Lingneret al., 1994).
Nous avons effectué des délétions sélectives de segments contenant ces
régions conservées afin de mieux comprendre leur importance pour le maintien
des télomères. Les résultats montrent que la région promotrice G à K (-299 à +1)
est nécessaire et suffisante pour la survie des cellules (Tableau 7) et le maintien
des télomères (Figure 21). Cette région proximale à TLC1 contient probablement
tous les éléments nécessaires à la production d'un ARN fonctionnel. Cette
observation corrèle parfaitement avec la présence au sein de l'élément G à K des
motifs du noyau promoteur, en l'occurrence deux boîtes TATA (machinerie
transcriptionnelle), un putatif BRE (TFIIB), et un DRE (TFIID).
La dissection détaillée de la région proximale G à K montre que l'absence
de l'élément I conduit à la sénescence. Cette observation est inattendue puisque
la délétion complète de la région G à K, comprenant l'élément I, ne provoque pas
la sénescence. Cette contradiction apparente s'explique essentiellement par la
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nature des séquences promotrices mutantes et par leur proximité relativement aux
séquences transcrites de TLC1. Lorsqu'elle est insérée directement en amont des
séquences transcrites de TLC1, la région distale A à F peut soutenir la survie des
cellules et stabiliser les télomères, bien qu'à une longueur inférieure à la souche
de type sauvage. La région A à F contient vraisemblablement les séquences
promotrices de PDX3 (Loubbardi et al., 1995) et pourrait transcrire à rebours le
gène TLC1 lorsqu'il est placé à proximité, comme c'est le cas suite à la délétion du
segment G à K. Cette transcription cryptique est supportée par nos observations
selon lesquelles TLC1 est efficacement transcrit (en quantité et en qualité) à partir
de séquences situées en amont du site de clonage multiple du plasmide pRS316
(données non montrées). Lorsque le segment I est délété individuellement de la
région promotrice, les éléments promoteurs contenus dans la région A à F
semblent de toute évidence trop éloignés des séquences codantes de TLC1 pour
assurer une transcription efficace. Cette situation se traduit par l'apparition de la
sénescence et indique que les séquences I ont un rôle déterminant pour le
déroulement d'une ou plusieurs étapes de la biogénèse de TLC1. L'importance du
segment I dans la transcription de TLC1 pourrait être étayée par sa localisation au
sein du promoteur. Le motif I est situé à environ -240 à -300 pb du 5' mature de
TLC1, entre le putatif site de liaison de TFIID (DRE) et les hypothétiques boîtes
TATA. Cette position correspond grosso-modo au site d'initiation de la
transcription (voir Smale et Kadonaga, 2003). Le DRE sert de site de liaison à
TFIID et fonctionne en coordination avec ies séquences du site d'initiation de la
transcription (Burke et Kadonaga, 1996; Burke et Kadonaga, 1997; Zhou et
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Chiang, 2001). Il faut noter que le DPE a été caractérisé chez Drosophila
melanogaster et Homo sapiens, mais sa présence chez la levure n'a pas encore
été confirmée. Alternativement à ce rôle direct dans la transcription de TLC1, la
région I pourrait faire partie d'un transcrit TLC1 primaire non maturé, et se replier
en une structure secondaire indispensable à la maturation, la stabilisation ou
l'assemblage de l'ARN mature. Cette hypothèse est soutenue par la comparaison
phylogénétique du motif I dans le groupe des « Sensu stricto » (données non
montrées). Une structure hélicale formée par l'élément I comporte de nombreux
cas de covariations, ce qui supporte sa présence. Si cette hypothèse structurale
s'avère, l'absence de l'élément I devrait affecter les étapes de la biogénèse de
TLC1 en aval de sa transcription.
Dans le cadre de cette étude, Stéphanie Larose a effectué l'analyse par
transfert Northern des transcrits de TLC1 provenant des souches transformées
avec les différents plasmides mentionnés plus haut. Les données recueillies
montrent que la région promotrice A à F produit en majorité la forme poly de
TLC1, alors que la région promotrice G à K permet essentiellement la transcription
de la forme poly A". Ces données suggèrent que la forme poly A" est suffisante
pour le maintien adéquat des télomères. De plus, le fait que la forme poly A" soit
d'une part en mesure de soutenir efficacement le maintien des télomères et
d'autre part retrouvée au sein du complexe RNP (Bosoy et al., 2003) renforce
l'idée selon laquelle cette forme poly A" est bien la forme active de TLC1. Les
analyses par Northern réalisées par Stéphanie montrent qu'en l'absence de la
région I, TLC1 n'est pas produit à des niveaux détectables.
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Des délétions progressives des régions distales en amont de TLC1 sont
nécessaires pour circonscrire les limites du promoteur. De plus, des mutations
ponctuelles et des essais biochimiques seront utiles afin de mieux caractériser les
motifs retrouvés au sein de ce promoteur. Puisque l'homologue de TLC1 chez S.
bayanus est le seul de tout le groupe des « Sensu stricto » à ne pas complémenter
la délétion de TLC1 chez S. cerevisiae, il serait intéressant d'effectuer des
échanges de promoteur afin de déterminer si des variations dans les séquences
promotrices pourraient être en cause.
Étude des interactions régissant la formation du putatif pseudonoeud i dans
l'ARN de ia téiomérase chez Saccharomyces cerevisiae
L'ARN de la téiomérase des cillés, des vertébrés et de la levure K. lactis
comporte une structure en pseudonoeud essentielle à l'association de la
transcriptase inverse et à l'activité enzymatique. La détermination de la structure
secondaire de l'ARN de la téiomérase chez la levure S. cerevisiae au chapitre III
nous a permis de proposer la présence d'une élément structural similaire
(Dandjinou et al., 2004b). La possibilité d'un pseudonoeud au sein de TLC1 est
renforcée par le fait que sa position coïncide avec une région nécessaire à
l'association de Est2p (Livengood et al., 2002). De plus, les séquences impliquées
dans cet appariement sont très conservées au sein du groupe des « Sensu
stricto », suggérant que la structure tri-dimentionnelle adoptée par cette région est
un déterminant essentiel à l'association et la fonction de la téiomérase. Chez S.
cerevisiae, le pseudonoeud serait formé par l'appariement de séquences
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complémentaires dans les boucles des hélices V et VI. Dans la présente étude,
nous avons tenté de confirmer la nécessité de l'appariement des séquences
complémentaires des boucles des hélices V et VI pour la formation du
pseudonoeud et la fonction de la télomérase in-vivo. Si cet appariement est
essentiel, son altération devrait déstabiliser le pseudonoeud et aurait du avoir des
effets notables sur la survie des cellules et la longueur des télomères. Les tests de
complémentation indiquent cependant que l'appariement de ces deux segments
complémentaires n'est pas essentiel à la survie des cellules au bout de 100
générations. Ce résultat peut simplement s'expliquer par le fait que chez S.
cerevisiae, au contraire des ciliés, des vertébrés et de K. lactis, la formation du
pseudonoeud n'est pas essentielle à l'association de TERT. Il se peut également
que des interactions additionnelles soient impliquées dans la formation de
l'interaction tertiaire. À cet égard, la présence élevée de résidus A et U dans le
domaine pseudonoeud pourrait faciliter l'utilisation de séquences alternatives pour
maintenir la structure. Si cette dernière possibilité s'avère, l'analyse de la longueur
des télomères devrait montrer un raccourcissement puis une stabilisation des
TRFs. L'homologue de TLC1 chez S. bayanus est le seul de tout le groupe des
« Sensu stricto » à ne pas complémenter la délétion de TLC1 chez S. cerevisiae.
L'une des différences structurales entre l'ARN de S. bayanus et celui de S.
cerevisiae réside dans la nature des nucléotides impliqués dans la formation du
putatif pseudonoeud (Dandjinou et al., 2004b). Nous avons voulu vérifier si
l'incapacité de l'ARN de S. bayanus à remplacer TLC1 pouvait être reproduit en
substituant les interactions du pseudonoeud de S. cerevisiae par celles de S.
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bayanus. Les tests de complémentation montrent que la différence des résidus
possiblement impliqués dans la formation du pseudonoeud n'est pas la cause de
la sénescence. L'incapacité de l'ARN de S. bayanus à remplacer TLC1 pourrait
provenir des autres différences structurales observées entre les ARNs de S.
bayanus et S. cerevisiae. Il est aussi possible que les machineries impliquées
dans la biogénèse de l'ARN chez les deux espèces aient divergé au point de
devenir incompatibles. Cette incompatibilité se traduit par un défaut de la
production et/ou la stabilité de l'ARN de S. bayanus chez S. cerevisiae.
Pendant que cette étude était en cours, le groupe de Lundblad (Chappell et
Lundblad, 2004) a utilisé des constructions chimériques où le putatif pseudonoeud
de TLC1 a été substitué par divers pseudonoeuds dont la structure a été
précédemment caractérisée. Ces études de chimères montrent que la présence
d'une structure tertiaire en pseudonoeud contribue au maintien des télomères.
Cependant, ces expériences n'établissent pas de façon formelle qu'un
pseudonoeud est présent chez S. cerevisiae et n'identifient pas les séquences qui
y contribuent.
Ce projet pourrait être complété par des constructions dans lesquelles (1)
les nucléotides du pseudonoeud seront altérés de manière à l'interrompre, (2) les
nucléotides avoisinants seront changés de façon à limiter les possibilités
d'appariements cryptiques. L'altération de l'appariement présumé sera corrélée
avec la perte de viabilité et/ou le raccourcissement des télomères. De plus, la





Mes différents projets doctoraux m'ont permis d'aborder divers aspects de
la biologie des télomères.
La répiication des extrémités télomériques chez S. cerevisiae se produit
grâce à la collaboration entre la machinerie de répiication conventionnelle et
l'activité d'une polymérase spécialisée, la télomérase. Le gène CDCf3 joue un
rôle crucial dans la répiication des téloméres en coordonnant ces deux processus.
Une variété de phénotypes sont associés aux mutants de CDC13, indiquant la
diversité des fonctions de ce gène. Nous avons montré que le mutant cdc13-2 ne
contribue pas de façon notable à l'initiation de la répiication aux téloméres. Si cette
initiation aberrante s'était confirmée, elle aurait précisé le rôle de CDC13 dans la
coordination de la répiication. Néanmoins de nombreuses facettes du rôle de
CDC13 restent à découvrir.
Lorsque l'activé télomérase est abolie dans une souche de S. cerevisiae en
culture, une fraction de la population arrive à survivre en utilisant la recombinaison
homologue. Ces survivants sont passés par une phase de sénescence au cours
de laquelle la recombinaison homologue prend progressivement la rélève de la
télomérase. Lorsque cette voie est également inactivée, aucun survivant
n'émerge, indiquant que si des mécanismes additionnels de survie existent, ils
sont très peu efficaces. Nous avons tenté de mettre en évidence de nouvelles
voies de survie dans un contexte de surexpression. Nous avons montré que la
phase de sénescence est complètement évitée lorsque certains facteurs comme
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Netlp sont surexprimés chez les survivants. Cependant, ces survivants ont besoin
de la recombinaison homologue. Ces données Indiquent que la recombinaison
homologue, et possiblement d'autres mécanismes encore Inconnus peuvent être
facilités en altérant le contexte physiologique (Lowell et al., 2003).
En plus de sa participation à l'assemblage de la RNP télomérase, TLC1
joue un rôle crucial dans la catalyse de l'addition des nucléotides aux télomères.
L'établissement d'un modèle de la structure secondaire de TLC1 constitue une
étape déterminante dans la compréhension de la blogénèse et de la fonction de la
télomérase. L'organisation des éléments structuraux au sein de TLC1 permet de
proposer un modèle spéculatif du recrutement de la télomérase aux télomères
(Figure 23). L'extrémité simple brin générée suite à la répllcatlon du brin retardé et
à la résection du brin avancé permet l'association de Cdc13p (Lin et Zakian, 1996;
Nugent et al., 1996; Hughes et al., 2000b). Est2p, la sous-unité catalytique de la
télomérase, est associée au noyau central de TLC1 (partie terminale de l'hélice I,
partie Initiale de l'hélice Ma matérialisée par la limite matricielle, matrice, hélice III,
hélices V et VI). La présence constitutive ou transitoire de la télomérase aux
télomères est vraisemblablement facilitée par l'Interaction entre l'hélice Ile de
TLC1 et le complexe Yku (Gravel et al., 1998; Steliwagen et al., 2003; Figure 23A).
Aucune Interaction directe entre Cdc13p et la télomérase n'a été mise en
évidence, Indiquant la nécessité d'un Intermédiaire. Ce rôle de médiateur est joué
par Estlp, une protéine capable de s'associer à la fols avec l'hélice IVc de TLC1 et
Cdc13p (Zhou et al., 2000; Ql et Zakian, 2000; LIvengood et al., 2002; Seto et al.,



















Figure 23. Contribution de TLC1 à l'assemblage, au recrutement et à l'activité de la télomérase. (A) Est2p est assoeiée au
noyau eatalytique de TLC1. L'interaetion de TLC1 (hélice Ile) avec Yku facilite la loealisation de la télomérase aux télomères; (B)
Est1p sert de lien entre TLC1 (hélice III) et Cde13p; (C) Est1p facilite le repositionnement de la télomérase et l'aetivation de Est2p.
L'association de Est3p à Est2p, de même que le recrutement de facteurs additionnels (X) contribuent probablement à l'assemblage
et à la régulation de la télomérase; (D) La matrice de TLC1 sert à dicter la séquence des répétitions incorporées au cours la tran










en fin de phase S, au moment où son expression est maximale (Taggart et al.,
2002). Le fait que Est1p possède également une certaine affinité pour le simple
brin télomérique (Steiner et al., 1996; Virta-Peariman et al., 1996; Zhou et al.,
2000) pourrait signifier que sa présence aux téloméres résulte d'un processus en
deux étapes. Estlp pourrait d'abord s'associer directement à l'extension
télomérique, puis être repositionnée sur CdcISp. L'association de Estlp, à la fois à
Cdc13p et à l'hélice IVc de TLC1 pourrait induire des changements
conformationnels favorables à l'activation de Est2p (Figure 23C). Des facteurs
additionnels comme des chaperones pourraient contribuer à l'assemblage du
complexe actif. L'association de Est3p à Est2p permettrait de réguler l'activité de
la télomérase. Une fois activée, la télomérase initie l'incorporation des nucléotides
à l'extrémité 3' du brin G-riche, tel que dicté par sa matrice (jonction lla/lll) et dans
les limites imposées par la frontière matricielle (Figure 23D).
La biogénése de TLC1 est encore mal comprise. Nous avons entrepris
l'analyse des séquences promotrices juxtaposées à la région 5' correspondant au
transcrit mature de TLC1. Les données recueillies indiquent que les 300
nucléotides situés en amont des séquences de TLC1 sont nécessaires et
suffisants pour produire un ARN fonctionnel. Cette région contient des motifs
caractérisques de l'ARN polymérase II. La délétion de la région I, contenant un de
ces motifs, abolit complètement l'activité télomérase. Ces données préliminaires
devraient contribuer à mieux comprendre les processus de maturation de TLC1.
La présence d'un pseudonoeud dans l'ARN de la télomérase apparaît
essentielle pour l'activité catalytique de l'enzyme. Nous avons tenté de confirmer
Conclusions
176
génétiquement l'existence chez S. cerevisiae d'un pseudonoeud suggéré par
l'analyse phylogénétique. Les données préliminaires indiquent que la formation de
cette structure est soit superflue, assez flexible pour adopter des conformations
alternatives ou beaucoup plus complexe qu'initialement envisagé. Afin de
discriminer ces deux possibilités, des analyses génétiques (introduction de
mutations en dehors du putatif pseudonoeud) additionnelles devront être couplées
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Plasmide Description Références 
pVL438 CDC13 dans pRS416 Evans et Lundblad, 1999 
pAZ1RAD52 RAD52 dans pAZ1 Beeler et al., 1994 
pADCEN26 ADH1 dans pRS316 Cette étude 
pADCEN27 TLC1 délété G dans pADCEN26 Cette étude 
pADCEN28 TLC1 délété H dans pADCEN26 Cette étude 
pADCEN29 TLC1 délété 1 dans pADCEN26 Cette étude 
pADCEN30 TLC1 délété J dans pADCEN26 Cette étude 
pADCEN31 TLC1 délété K dans pADCEN26 Cette étude 
pADCEN32 TLC1 délété A à F dans pADCEN26 Cette étude 
pADCEN33 TLC1 délété G à K dans pADCEN26 Cette étude 
pADCEN34 TLC1 délété A à K dans pADCEN26 Cette étude 
pADCEN35 TLC1 SK1 dans pADCEN26 Cette étude 
pADCEN36 TLC1 S288C (BY) dans pADCEN26 Cette étude 
pADCEN50 'PK 1 interrompu (total) dans pADCEN26 Cette étude 
pADCEN51 'PK 1 interrompu (partiel) dans pADCEN26 Cette étude 
pADCEN52 'PK 1 rétabli dans pADCEN26 Cette étude 









MA Ta ura3-52 lys2-801 ade2-101 trp1-t:i1 Lendvay et al. , 1996 
his3-!:i200/eu2-!:i1 cdc13-2est2 
MA Ta ura3-52 Jys2-801 ade2-101 trp1-t:i 1 Cette étude 
his3-t:i200 leu2-!:i 1 VR-ADE2-T tlc1::LEU2 
rad52::HIS3 
MA Tala ade2/ade2 ura3/ura3 leu2/leu2 Le et al. , 1999 
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Summary
Background: Telomerase is a ribonucleoprotein com-
plex whose RNA moiety dictâtes the addition of spécifie
simple sequences onto chromosomes ends. While rele
vant for certain human genetic diseases, the contribu
tion of the essentiel telomerase RNA to RNP assembly
still remains unclear. Phylogenetic analyses of verte-
brate and ciliate telomerase RNAs revealed conserved
elements that potentially organize protein subunits for
RNP function. In contrast, the yeast telomerase RNA
could not be fitted to any known structural model, and
the llmited number of known sequences from Saccharo-
myces species did not permit the prédiction of a yeast
spécifie conserved structure.
Results: We cloned and analyzed the complété telo
merase RNA loci (TLC1) from atll known Saccharomyces
species belonging to the "sensu stricto" group. Complé
mentation analyses in S. cerevisiae and end mappings
of mature RNAs ensured the relevance of the cloned
sequences. By using phylogenetic comparative analysis
coupled with in vitro enzymatic probing, we derived a
secondary structure prédiction of the Saccharomyces
cerevisiae TLC1 RNA. This conserved secondary struc
ture prédiction inciudes a centrai domain that is iikeiy
to orchestrate DNAsynthesis and at ieasttwo accessory
domains important for RNA stabiiity and telomerase re-
cruitment. The structure aiso reveals a potentlal tertiary
interaction between two loops in the centrai core.
Conclusions; The predicted secondary structure of the
TLC1 RNA of S. cerevisiae reveals a distinct foiding
pattem featuring weil-separated but conserved func-
tional eiements. The predicted structure now aliows for
a detailed and rationaliy designed study to the structure-
function relationships within the telomerase RNP-com-
plex In a genetically tractable system.
Introduction
Teiomeres, the terminal portion of the iinear eukaryotic
chromosomes, are composed of speciaiized nucieopro-
tein complexes that ensure protection of chromosomal
DNA [1, 2]. Telomeric DNA comprises spécifie, short
"Correspondence: rBymund.welllnger@usherbrooke.ca
direct repeats, and their maintenance is assured by a
speciaiized ribonucleoparticle (RNP) calied telomerase.
Minimaliy, telomerase contains the catalytic protein
component TERT (telomerase reverse transcriptase;
Est2p in yeast [3, 4]) and an associated RNA moiety
(TER, telomerase RNA; TLC1 In yeast, [5, 6]). The addi
tion of telomere-specific repeated sequences is tem-
piated by a smali segment residing on this essentiel
RNA moiety [5,7]. In addition to this templating function,
the TERT/telomerase RNA complex provides constitu
tive or transient binding sites for a variety of other pro
teins, some of which are essentiel for in vivo activity
[4, 8, 9]. For humans, telomerase activation is closely
associated with ceilular immortalization and, uitimately,
cancer development, but the clinicai importance of telo
merase extends beyond this rôle in cancer since severai
genetic diseases, such as dyskeratosis congenita and
apiasic anémia, have been associated with mutations
in the RNA subunit of telomerase [6]. Therefore, the RNA
component of telomerase may have additlonal and so
farunknown rôles in celiuiar metaboiism, which may be
associated with RNP biogenesis.
In Saccharomyces cerevisiae, the telomerase RNA
(TLG1) is about 1200 bases long, transcribed by RNA
poiymerase II, and maturated through acquisition of a
5'-trimethyiguanosine cap and in association with Sm
proteins [5,10,11]. Previous work based on mutagene-
sis, délations, and sequence comparisons between dis
tant yeasts established a few functional elements of this
RNA: an essential central portion that is associated with
TERT/Est2p [12], a conserved buiged stem that is impor
tant for Esti p association [13], a conserved short stem
that serves as template boundary element [14], and a
stem-loop element that binds the Yku-complex [15,16].
However, the global structure of the TLC1 RNA remained
unknown, which hampered the understanding of the
mechanism of the telomerase RNP biogenesis and func
tion. Phylogenetic analysis of primary sequences is
amongst the most powerfui tools to arrive at a working
model for the secondary structure of RNAs [17-19]. This
approach has been successfuliy used to establish sec
ondary structures of the dilate and vertebrate telomer
ase RNAs [20-23]. However, for Saccharomyces spe
cies, the limited avallability of sequences derived from
evolutionary closely related species as weii as the large
size of the TLG1 RNA were ma]or obstacles for a similar
approach.
Here, we report the cloning, sequencing, and func
tional analysis of the TLC1 genes of ail Saccharomyces
species being part of the closely related "sensu stricto"
group [24, 25]. Individuel pairwise comparisons of the
individual sequences to the Saccharomyces cerevisiae
S288G RNA revealed homologies that range between
98% and 59%, which aiiowed reliable sequence aiign-
ment and covariation analyses of base pairs in predicted
stems. Selected régions in the predicted structure were
subsequently confirmed by biochemical mapping. The
proposed secondary structure is consistent with the
previousiy established subelements and reveals a cen-
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Table 1. Complémentation of a TLC1 DIsruptIon m $. Cerevisiae 82880 by TLC1 Locl from the "Sensu Stricto" Species
Ceils Grown on YC-TRP-LEU-URA Cells Grown on FOA
Ceils Grown on
YC-TRP-LEU
Génération of Growth 20 40 60 80 100 120, 20» 140,40» 160,60»
S. cer. S288C pADCEN36 + + + + 4- + + + + + +/- +/-
S. cer. SKI pADCEN35 + -!- + + 4- +/- -L/-
S. paradoxus pADCEN42 + + + + + + + 4- +/- 4-/-
S. cariocanus pADCEN43 -t- + + + -t-4- + + + + 4- 4-/-
S. mikatae pADCEN44 + + + + + 4- + + + + + +/-
S. kudriavzevii pADGEN45 ■i- + + + + + 4-1- +/- +/-
S. bayanus pADCEN46 + + -t- -
S. pastorianus pADGEN49 + + + + + + 4-4- +/- -
None PADCEN26 -1- +/- -
215
•Générations after loss of plasmid.
S. cerevisiae strains (CSHY76) lacking the TLC1 and RAD52 genes and bearing the Indicated plasmids (leftmost column) were grown for 100
générations on YC-TRP-LEU-URA médium to détermine the ability of the TLC1 homoiog-containihg vector to complément senescence. Two
independent transformants were selected for each TLC1 homoiog. Subséquent growth on 5-FOA médium and on YC-LEU-TRP médium
establlshed piasmid dependence for survival. Plasmid pADCEN36 is used as positive control. Empty plasmid pADCEN26 is used as négative
control. Vlabllity is scored based on coiony size after 3 days. Abbreviatlons; -n-, growth rate similar to that of the positive control; -, absence
of growth; -i-, few senescing cells; +/—, many senescing ceils.
tral domain that is likely to associate with TERT/Est2p
to orchestrate DNA synthesis, as weii as at ieast two
accessory domains important for RNA stability and telo
merase recruitment. Finally, a comparison of the pro-
posed structure for the yeast RNA with those of the
vertebrate and ciliate RNAs suggests that the centrai
core element may have a conserved structural organi-
zation.
Resuits and Discussion
Identification of New Telomerase RNA Genes
of Saccharomyces Species of the "Sensu
Stricto" Group
In order to elucidate the secondary structure of telo
merase RNA in Saccharomyces cerevisiae, we identified
strains in which the RNA sequences are close enough to
allow juxtaposition of homologous régions but diverge
sufficientiy to ailow for covariation rates adéquate for
structural prédiction. Based on published sequence
similarities, ali species from the Saccharomyces "sensu
stricto" group were selected. These include S. cerevisiae
S288C and its variant S. cerevisiae SKI, S. paradoxus,
S. cariocanus, S. mikatae, S. kudriavzevii, S. bayanus,
and S. pastorianus. The latter, which is thought to be a
natural hybrid between S. cerevisiae and S. bayanus,
was included in order to increase sequence variabiiity,
thereby increasing chances of covariation [24, 25]. Pri-
mary sequences of telomerase RNAs are known to diverge
significantly, even between cioseiy reiated species [20,
21], and a direct amplification of the sequences from
the selected species proved unsuccessful. However,
protein encoding sequences bordering the TLC1 ioci are
more conserved and underlying DNA sequences couid be
predicted more reiiably, particuiariy forstretches of highiy
conserved amino acids of the respective proteins [25].
We took advantage of this fact and the relative compact-
ness of yeast genomes to clone the complété TLC1
ioci from ail the species mentioned above by using this
nearest neighbor-based strategy (see Expérimental Pro
cédures in Suppiementai Data). The candidate homo-
logs were inserted into pADCEN26, downstream of a
transcription terminator région of the ADH1 gene. Con-
structs containing the various cioned TLC1 Ioci were
introduced into S. cerevisiae, which lacked its own TLC1
gene as weii as the RAD52 gene (Table 1). In this host,
a disruption of both telomerase fonction by a délation
of the TLC1 gene and an abolition of the major recombi-
nation pathway by deleting RAD52 ieads to progressive
telomere shortening with an incidentai loss of viabiiity
after40-50 générations, called senescence [26]. Ciearly,
exceptforthe locus derived from S. bayanus, the genes
from S. cerevisiae (S288C; positive control, as weii as
SKI) and the candidate genes derived from S. para
doxus, S. cariocanus, S. mikatae, S. kudriavzevii, and
S. pastorianus were able to complément the TLC1 dis
ruption. Plasmid-loss experiments confirmed that com
plémentation was dépendent on the introduced ioci
(Table 1). Work from the Lundbiad iaboratory has shown
that the S. bayanus TLC1 gene, when présent on a 2 g.m
plasmid, can aiso partially rescue the telomere replica-
tion defect of a S. cerevisiae tic1-A strain (A. Chappell
and V. Lundbiad, personal communication). The actuai
iengths of teiomeric repeat tracts were not at the ievel
of wild-type for ail clones, suggesting incomplète com
plémentation by some genes. We conclude that the
cioned Ioci of ail species can direct transcription of an
at ieast partially compiementing RNA in S. cerevisiae.
Therefore, the heteroiogousiy expressed RNAs must ma
ture and fold into a similar structure as one of the host
ceils in order to be able to associate with the various
endogenous S. cerevisiae proteins to form an active
RNP.
RNA Sizes and the Mature 5'- and 3'-Ends
In S. cerevisiae, the TLG1 RNA is présent in two distinct
forms: a iess-abundant, polyadenyiated transcript and a
much more abondant, nonpolyadenylated form of about
1200 nucleotides (nt) [5, 10]. The nonpolyadenylated
species is thought to be the functional RNA présent in
the RNP, and its 3'-end has been mapped to various





























































































































Figure 2. Size Estimation of TLC1 RNA Homologs
Total RNA isolated from S. cerevisiae S288C (Scec), S. cerevtsiae
SKI (Scek), S. paradoxus (Spar), S. cariocanus (Scar), S. mikatae
(Smik), S. kudiiavzevii (Skud), and S. bayanus (Sbay) was subjected
to Nofthem blot analysis by using species-specific probes. TLC1
RNA species in S. cerevisiae S288C and a size marker (M) position
are indicated.
and see below). Taking a previousiy proposed 5'-end
for the S. cerevisiae RNA and the completely conserved
Sm binding site as markers, the aligned sequences de-
rived from ail species predicted RNA sizes ranging from
about 1160 nt (S. cerevisiae, S. cariocanus, and S. para
doxus) to 1220 nt (S. mikatae, S. kudriavzevii, S. bayanus,
and S. pastorianus; Figure 1). In order to establish
whether such RNAs are indeed expressed in the various
species, we performed Northern blots with RNA derived
from ai! the species listed above (Figure 2). A mix of
species-specific probes revealed the presence of a ma
jor RNA band in al! species and, in some cases, a minor
band. The estimated sizes for the major bands coïncide
well with the predicted sizes derived from the sequenc-
ing efforts. We conclude that the cloned sequences are
expressed in the particular species as RNAs of the pre
dicted sizes, strongly suggesting that we indeed cloned
the genes encoding the functional TLC1 RNAs of the
corresponding species.
In order to properly align the telomerase RNA se
quences, we mapped the in vivo 5'-ends of the TLC1
RNAs by primer extension with total cellular RNA from
S. cerevisiae (S288C, SKI ), S. paradoxus, S. cariocanus,
S. mikatae, and S. kudriavzevii (example for S. cerevisiae
is shown in Figure 3). Primer extensions were performed
by using species-specific radiolabeled primers that an-
nealed 30-70 nucleotides downstream of the 5' terminus
that was previousiy proposed for the S. cerevisiae RNA
[5]. Surprisingly, the major band corresponding to the
S. cerevisiae RNA 5'-end was mapped to a guanosine
residue 10 nucleotides downstream of the previousiy
proposed 5'-end (Figure 3). The position of this major
band representing the mature 5'-end remained un-
changed, irrelevant of the position of the primer used
(data not shown). Therefore, we designate this nucleo-
tide as the " +1 " position of the S. cerevisiae TLC1 RNA.
As expected, the major 5'-ends of the S. paradoxus and
S. cariocanus TLC1 RNAs, the sequences of which are
highiy homologous to that of S. cerevisiae in this région,
mapped to the same nucleotide position, indicating a
conserved mature 5'-end for these three RNA species
(Figure 1 and data not shown). The determined 5'-ends
of the S. mikatae and S. kudriavzevii RNAs are 17 and
20 nucleotides upstream with respect to the S. cerevis
iae 5'-end. Curiousiy, in S. cerevisiae, a minor fraction
of the TLC1 RNA molécules aiso has extended 5'-ends
(lane 4, Figure 3). It remains to be established whether
these molécules are mature TMG-capped RNAs or po
tentiel processing Intermediates. Inclusion of the extra
nucleotides did not influence the overall folding of the
complété RNA molecule derived from any of the species
and for simplicity reasons, they were not incorporated
in the structure proposed below. The 3' terminus of
S. cerevisiae TLC1 RNA was previousiy shown to be
located downstream the Sm binding site [10, 27]. In
order to compare the 3'-ends of S. cerevisiae with those
of other species, we performed 3'-end mappings by
using RNase protection assays. The RNA probe covered
the région from 61 nt upstream to 295 nt downstream
relative to the S. cerevisiae Sm site. As previousiy ob-
served by similar RNase protection assays [27], the ma
jor 3'-end of the S. cerevisiae TLC1 RNA is located in
a run of uridine residues, about ten nucleotides down
stream of the Sm site (Figure 1 and data not shown).
However, we aIso detected minor bands, indicating the
presence of additional 3'-ends about 80 nucleotides
further downstream (data not shown). These positions
are consistent with previous 3'-end déterminations us
ing an RT-PCR method [1 G] and aIso with the sequences
retrieved originally on cDNA clones [5]. The sequence
around the Sm site is 100% conserved in ail species
anaiyzed here, such that the alignment of the 3'-ends
at this site can be made with high confidence. Therefore,
we aligned the sequences at this major 3'-end located
about ten bases downstream of the Sm binding site for
the prédiction of the conserved TLC1 structure. In order
to investigate the impact of the ~80 nucleotide exten
sion downstream of the Sm site, we independently
folded the RNAs containing such an extension. This
analysis demonstrated that the 3' extension can fold
into what appears to be an Indépendant, conserved
structure by itself but which does not influence or
change the folding of the global structure reported in
Figure 4 (data not shown).
Taken together, our data establish the mature 5'-end
of the TLC1 RNA and suggest that a major 3'-end is
located about ten nucleotides downstream of the con-
Flgure 1. Sequence Alignment and Consensus of Telomerase RNA Sequences of ttie Saccharomyces "Sensu Stricto" Compiex
The sequences of telomerase RNAs from S. cerevisiae S288C (Scec), S. cerevisiae SK1 (Scek), S. paradoxus (Spar), S. cariocanus (Scar),
S. mikatae (Smik), S. kudriavzevii (Skud), S. bayanus (Sbay) and S. pastorianus (Spas) were aligned as described in the text. Dashes (-) dénoté
gaps Introduced within the alignment. The major transcription initiation site determined in Scec is indicated by +1. The numbering, marked
with underscores every tenth nucleotide above the alignment, is according to the telomerase RNA sequence from Scec. The RNAs terminate
'^10 nucleotides downstream of the Sm site, and the total number of nucleotides for the individuai RNAs is indicated at the end of the
respective sequence. In the consensus sequence (line: Cens), invariant residues for ail species are denoted by uppercase ietters; iowercase
ietters indicate nucleotides conserved among 85% of the species; dots represent variable nucleotides. Nucleotides determining compiementary
strands of proposed heiices (line: Heiices) are deiineated with brackets enciosing the respective heiix identification as weii as forward or
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Figure 3. The Major 5 '-End of the TLC1 RNA in S. cerevisiae 
Oligonucleotide PXCER23 complementary to nucleotides 23-39 was 
used for primer extension analysis of telomerase RNA of S. cerevis-
iae S288C strains containing a wild-type TLC1 gene (lane 4) or 
harboring a deletion of the TLC1 gene (lane 3). For the sequencing 
reactions, the cloned TLC1 gene was used as template. The solid 
arrow denotes the major 5'-end. Open arrows denote TLC1 RNA 
species with additional 5' extensions. Reactions were also per-
forrned without RNA (lane 1) or in the presence of an in vitro gener-
ated TLC1 transcript starting 122 nucleotides upstream the major 
in vivo 5 ' -end (lane 2). 
Annexes 
served Sm site. These anchor points allowed a robust 
sequence alignment of all RNAs and formed the basis 
for the structure prediction. 
Establishment of a Secondary-Structure Mode! 
Based on Phylogenetic Analysis 
ln order to derive a secondary structure for the yeast 
telomerase RNA, we followed an iterative procedure 
consisting of sequence alignment, a computer-aided 
folding that predicts thermodynamically stable helices, 
and covariation searches (see Experimental Proce-
dures). The overall similarities between the various RNAs 
and that of S. cerevisiae S288C ranged in between 59% 
(S. pastorianus) and 98% (S. cerevisiae SK1), which is 
within the optimal range for performing phylogenetic 
comparative analyses (Figure 1 and Table S1 ). We note 
that this primary sequence divergence of the TLC1 RNAs 
of the species in the "sensu stricto" group is comparable 
to existing data on these species [24, 25]. Thus, the 
TLC1 sequences determined here are consistent with 
the notion that S. cerevisiae is about equidistant to 
S. bayanus and S. pastorianus. While this work was in 
progress, whole genome sequences of two distantly 
related "sensu lato" yeasts became available (S. k/uyveri 
and S. castellii [25]). ln order to determine the extent of 
homology between the "sensu stricto" and "sensu lato" 
telomerase RNA sequences, we searched for homologs 
in these genomes by using conserved sequence ele-
ments described above, including the predicted tem-
plate sequences. We were able to identify a potential 
sequence for the S. castellii TLC1 RNA, but due to the 
increased primary sequence divergence, a reliable se-
quence alignment for the complete RNA was not possi-
ble (data not shown). ln addition, chromosomal synteny 
in the region of TLC1 is not maintained between the 
"sensu stricto" and "sensu lato" species, and therefore, 
a cloning approach using the nearest-neighbor was not 
feasible for the other "sensu lato" species. This suggests 
that attempts to enhance the confidence of phylogenetic 
analyses on the predicted secondary structure of the 
TLC1 RNA for Saccharomyces species will require the 
identification of sequences in new "sensu stricto" vari-
ants or species or in depth biochemical mappings. 
The overall predicted structure of the RNA comprises 
seven major helical demains organized around a central, 
multibranched loop (Figures 4 and 5) (designated helices 
1 through VII). Helices 1-VI emerge directly from the cen-
tral loop, while demain VII is linked to demain 1 by a 
short, single-stranded region. The 5'- and 3'-ends of 
the RNAs are predicted to be in close vicinity, which is 
typical for noncoding yeast RNAs [28]. Helical segments 
within a demain can be considered very likely to exist 
if covariation is found for two or more base pairs within 
the given helix [17, 18]. Based on these criteria, the 
existence of 10 of the predicted 15 helices is well sup-
ported by covariation analysis (Table 2). Helix 1 is unusu-
ally long and unlikely to be organized in a linear fashion 
as drawn out here. Upon inspection of the sequences 
involved in the formation of this helix, we noticed 
stretches with highly differing degrees of either primary 
sequence conservation or occurrence of covariations 
(Figure 4). As a first approximation, we divided helix 1 
218 
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Figure 4. Minimum Consensus Structure of Teiomerase RNA In Specles of the Saccharomyces "Sensu Stricto" Complex
The conserved cote Incorporâtes only consensus nucleotides that were Identifiable In ail the molécules Inspected. Symbols used are defined
In the key In the lower left. The template région and the Sm motif are labeled, and their consensus nucleotides are bracketed. Simpllfled
drawings corresponding to structures for S. cerevisiae, S. paradoxus, and S. bayanus Indicating certain specles-specific différences are
outllned In the lower right. Letters A, B, C on stem I Indicate a possible subdivision of stem I (see text).
into three segments (Figure 5): the sequences making up
segment A are highiy conserved, predicting a conserved
function. Segment C is less conserved but does not
Include significant instances of covariation. in contrast,
segment B is made up of many variable nucleotides and
contains 13 covarying base pairs (bp) over the stretch
of 43 bp (for S. cerevisiae-, Figures 4 and 5). Therefore,
the helical nature of segment B is extremely well sup-
ported by the covariation analysis. In our model, we




Figure 5. Secondary-Structure Model of Telomerase RNA of S. cerevisiae Based on Phylogenetic Comparison and RNase H Probing 
0 
N 
(A) The secondary-structure model was established by comparative phylogenetic analyses in conjunction with RNase H probing data. Symbols 
used are defined in the key in the lower left. Helical domains are numbered from 5' to 3' in their order of occurrence as 1 to VII. The consensus 
nucleotides for the template reg ion and the Sm motif are bracketed. Positions are referred to by nucleotide positions, using + 1 as defined 
in Figure 3. Sites targeted by complementary DNA oligonuc leotides in RNase H experiments are indicated with an arrow. 
(B) ln vitro susceptibility of TLC1 RNA to oligonuc leotide/RNase H cleavage. The synthetic TLC1 RNA transcript was submitted to RNase H 
treatment in denaturing conditions (D) or after renaturation (R), and the cleavage products were fractionated on a RNA 6000 Nanc LabChip. 
Typical examples of TLC1 RNA probings are shown in t he gel-like image. The input (lane 1) represents 1.4 pmol of TLC1 RNA mock treated 
in the absence of any oligonucleotide. Probe RH459 (lanes 2 and 3), which is complementary to the single-stranded template region, is used 
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Table 2. Base Pairings In the TLC1 RNA Secondary-Structure Model
Paired Régions
Number of Base-Pair Number of Base-Pair
Number of Base-Pair
Positions with G/C to







G/U or A/U to G/U
Changes
1 7-126/805-909 86 16 (19%) 20 (23%) 16 (19%)
lia 132-176/409-456 32 5 (16%) 10 (31%) 11 (34%)
llb 185-210/214-241 22 3 (13%) 2 (9%) 4 (18%)
llb_1^ 252-256/404-408 5 0 0 0
Ile 263-297/305-334 27 6 (22%) 8 (30%) 5 (18%)
lld 337-346/351-359 7 3 (43%) 0 1 (14%)
lld_1' 366-381/386-400 10 0 0 0
III 484-489/495-500 6 0 3 (50%) 4 (67%)
IVa 504-543/666-704 30 7 (23%) 1 (3%) 8 (27%)
IVb 554-567/574-587 13 0 7 (54%) 3 (23%)
IVc 589-621/625-660 26 6 (23%) 12 (46%) 5 (19%)
V 707-714/731-738 8 2 (25%) 1 (12%) 5 (63%)
VI 741-757/780-802 17 0 12 (71%) 1 (6%)
Vlla 912-976/1077-1133 42 5 (12%) 7(17%) 5 (12%)
Vllb 977-1000/1005-1027 19 4(21%) 6 (32%) 3 (16%)
Vllc 1028-1036/1041-1049 8 0 2 (25%) 1 (13%)
Vlld 1056-1062/1069-1075 6 1 (17%) 1 (17%) 4 (67%)
Pseudoknot 1 715-722/761-768 8 0 5 (63%) 2 (25%)
■Helix numbers are from Rgures 1 and 5.
"Positions referto -i-l as defined in Figures 1 and 3.
" For detaiis of covariation détermination see Expérimentai Procédures.
"Tbis heiix is not présent in S. pastorlanus.
"This heiix is not présent in S. paradoxus and S. cariocanus.
couid not obtain evidence supporting an alternative
structure. Three of the nonsupported helices (stems III,
IVb, and VI) include sequences that are highiy conserved
(a50% complété sequence conservation, see Rgure 4).
This very high conservation may suggest a conserved
fonction, but in the absence of covariation, it cannot be
distinguished whether the fonction is supported by the
predicted structure, a différent structure, or a primary
sequence. Other unsupported stems include Vllc and
Vlld, which résidé in ciose proximity to each other, and
their structure, thus, at this point, aiso remained unclear
(Figures 4 and 5).
In order to clarify some of these uncertainties and to
directiy test the capacity of the RNA to fold In vitro, we
probed in vitro transcribed TLC1 RNA of S. cerevisiae
S288C for RNase H accessibility by using spécifie DNA
oligonucieotides targeting selected régions on the RNA.
The premise of this approach is that single-stranded
régions will be accessible to binding by oligonucleotide
probes, leading to RNase H-dependent cleavage, while
helical régions wiii not. We first probed two régions of
aimost certain structure to evaiuate the fidelity of the
approach and to establish controls for the quality of the
RNase H cleavage reaction. The template région was
chosen as a positive control for cleavage. This région
is iikeiy to be single-stranded as it must be accessibie
for the association with telomeric DNA, and for other
teiomerase RNAs, the région was previousiy shown to
be single-stranded in vivo [19]. As négative control, we
directed an oligonucleotide to helical région lia, a short
template-proximai stem that is involved in a template
boundary fonction [14]. As predicted, the template ré
gion of TLC1 RNA was fuliy accessible to oligonucleo
tide hybridization and RNase H cleavage, even after
RNA renaturation (oligo RH459, Rgure 5). In contrast,
helix Ha was only appreciably cieaved when the RNA
was denatured (oligo RH133, Rgure 5). The ciean cleav
age patterns observed with these iimited control sites
aIso suggested that the in vitro RNA foiding produces
a fairiy homogeneous RNA structure. Complementary
oiigonucieotides targeting other spécifie régions of the
RNA were thus used in subséquent RNase H experi-
ments as outlined on the predicted structure in Figure
5 (cieavage patterns at seiected sites are shown in Fig
ure SB, and data not shown). Since the RNase H accessi
bility experiments were performed on in vitro transcribed
and folded RNA, they do not necessarily provide direct
indications for the presence or the absence of a given
structure by themselves. However, in the context of the
predicted structure that is supported by phylogenetic
anaiyses, such experiments can Isnd strong support for
the proposed structure. More importantly, a disagree-
ment between the biochemicai and phyiogenetic data
fiags probiematic régions that need to be analyzed
further.
In our prédiction of the secondary structure of the
previousiy characterized helical structure, Is used as négative control (<10% cleavage m renatured conditions). RH717 (lane 6) and RH761
Oane 8) are directed to Interacting lcx>ps of the putative pseudoknot I and produoe little-to-moderate cleavage. Probe RH740 (lane 7) does
not mediate cleavage in the predicted, but not phylogenetlcally supported, stem of helix VI. RNA size markers (IVI) are Indicated on the left.
Closed tnangle, unreacted Input RNA (~1159 nt). Open triangle, RNA loading control. Note that lane 4 Is sllghtly overexposed. For précisé





s. cerevisiae TLC1 RNA, there is an almost perfect corré
lation between sequences predicted to be in helices by
covariation and relative inaccessibility of such strands
to HNase H mapping. Interestingly, ail helices that were
established by previous genetic expérimenta are indeed
helices by our analyses. Such areas include a conserved
bulged stem (IVc), the structure of which has been
shown to be Important for association of an essential
factor for in vivo teiomerase activity (Esti p, [13]). Résis
tance of the conserved stem ila, a boundary elemerrt
for telomerase-mediated reverse transcription [14, 29],
is discussed above. The anaiyses here aiso show covari
ation and RNase H support for the predicted stem Ile.
Previous analyses of this area strongly suggested a hé
lix, and this stem was iater shown to be important for
Ku protein binding and teiomerase recruitment [15,16].
The predicted terminal loop on stem VI Id is ciearly
accessibie to the mapping, whiie adjacent stems Vllb
and Vlla are not (RH1059, RH1009, and RH980, Figure
5). Thus, whiie our data do not prove the précisé organi-
zation of the région around stems Vllb-Vlld, they are
consistent with the organization presented.
A spécial case was found to be présent on the terminal
loops of stems V and VI (locations RH717, RH740,
RH761, and RH765, Rgure 5A). These loops are pre
dicted to be singie-stranded, but ciearly, the left sides
of both loops are relatively inaccessible to RNase H
probing (Figure 5B). At least for the ioop of stem VI, this
inaccessibility is uniikely due to a général occlusion of
the site for oiigonucleotide or enzyme access, since an
oligonucieotide targeting the right side of loop VI directs
quite efficient RNase H-mediated cleavage (oiigo RH765,
Figure 5B). Upon further inspection of the sequences in
these ioops, we noted an almost perfect complementar-
ity between sequences overlapping those targeted by
RH717 and RH761. In addition, this compiementarity is
highiy conserved in the TLC1 sequences from aii species
8malyzed here (see Figures 1 and 4). it is therefore tempt-
ing to speculate that these loops Interact with each other
to form a tertiary interaction. Intriguingly, this pseu-
doknot structure would lie in an area that was previousiy
shown to interact with the catalytic subunit of the yeast
teiomerase (Est2p, [12]). A pseudoknotted structure in
the vicinity of the predicted catalytic center comprising
the tempiate région is aiso a conserved element for
vertebrate and ciliate teiomerase RNAs [20,23,30]. Fur-
thermore, a similar pseudoknot at a presumabiy analo-
gous position was found to be an essential element for
the fonction of K. lactis teiomerase RNA [31]. Given that
the yeast Est2p protein ciearly has recognizable simllari-
ties to catalytic subunits of telomerases in other organ
isme [3], it would make sense that the associated RNAs
would aiso display similaritles. Thus, our structure Is
aiso consistent with the presence of a tertiary RNA inter
action forming a pseudoknot in the area of TERT/Est2p
interaction. In the Saccharomyces RNAs, this pseu
doknot couid beformed by an interaction of the terminal
loops of stems V and VI.
Overall, the predicted structure couid be divided into
at ieast three functional régions. The first région is the
centrai core, which may include the tempiate région
and stems III, IVa-IVc, V, and VI. This element would
associate with the core proteins for enzymatic activity
in vivo (Est2p, Esti p, and perhaps others). It would aiso
include a potential pseudoknot and a tempiate boundary
element (proximai part of stem Ha, [14]). A second région
involves stems lla-lld. The distal end of this domain has
been shown to be associated with the yeast Ku proteins,
and a terminal deletion of stem Ile is tolerated but pro
duces short teiomeres [16]. Ciearly, there is variabiiity
around the stems Mb and lid, with some yeast species
probably having additionai stems (llb_1 and lld_1, see
insets Figure 4). The complété area that includes stems
Ile, lld, and lld_1 was deleted from the S. cerevisiae
molecule, and in a separate experiment, stem Mb was
aiso removed. For both cases, the remaining molecuies
complemented a TLC1 deletion (data not shown). Thus,
as proposed previousiy, the distal areas of stems llb-d
are nonessential but couid function as a recruitment
domain via the Ku proteins [15]. The third région (stems
Vlla-Vllc and the singie-stranded 3'-end) is separated
from the first area by quite a large domain (stem I), which
probably has functional subelements. From deletion
studies, there Is evidence that this third area is aiso
nonessential [12]. However, a région in the teiomerase
RNA of K. iactis and which couid be analogous to stems
VII appears essential for K. iactis teiomerase function
[32]. Finaily, the distal most 3'-end région, which in
cludes the Sm binding site, ciearly influences the stabil-
ity of the RNA [11]. In addition, the existence of RNAs
with extensions of up to 80 nt downstream of the major
3'-end near the Sm site suggests additionai, and as yet
unknown, processing events. It remains to be deter-
mined whether the rest of area three aiso contributes
to RNA stability or whether this région is involved in
other aspects of RNP function. For example, the mature
yeast RNP is thought to function as a dimer [33], but
the region(s) on the TLC1 RNA contributing to this muiti-
merization are unknown.
At least certain parts of the structural elements of the
yeast teiomerase RNA couid be nonessential [12, 32].
Precedence for an addition of large, yeast-specific, and
nonessential sequences to otherwise conserved non-
coding RNAs is aiso provided by the spliceosomal U1
and U2 snRNAs [34-37]. Much of the yeast LU and U2
snRNA sequences are dispensable for function, and ho-
moiogous sequences are absent from the vertebrate
snRNAs. However, an important functional domain of
the yeast U1 snRNA folds into a structure that is highiy
similar to that of the vertebrate RNA [34, 36]. GIven the
detalied structural organization of the yeast teiomerase
RNA presented here, it wili be interesting to détermine
whether a much smaiier functional RNA with conserved
structural domains can be derived.
Conclusions
We présent a detailed working secondary-structure
model for the large S. cerevisiae teiomerase RNA. The
structure suggests subelements with functional similari
tles to the vertebrate and ciliate RNAs, as weil as yeast-
specific elements. The prédiction now aliows for a de
tailed moiecular genetic and biochemicai analysis of the
teiomerase RNP in a geneticaily tractabie System.
Expérimental Procédures
Yeast manipulations, analyses of nucleic acids, and PCR conditions
for isolating TLC1 homologs from the various yeast species used
Annexes
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standard procédures (see SupplementaJ Data for a detailed de
scription).
Phylogenetic Analysis and Hélix Nomenclature
Telomerase RNA sequences were aligned by uslng the computer
program ClustalW with manual corrections. Segments of highiy con-
served régions were used as anchors for alignment. Putative helices
were identified by Visual search of covanating paired residues [17,
38, 39]. We considered a single base-pair position as covarying, if
(1) the helix m which the base pair résides is provided by comple-
mentary sequences présent In homologous segments of ail molé
cules inspected, and (2) using at least six out of the eight molécules,
two indépendant compensatory changes restoring usual pairings
can be specified (canonical and wobble: G-C, A-U and G • U). Multi
ple covariations at a single base-pair position are only counted as
one covariation such that the total number of covanations in a given
hellx Is aiways ̂ helix length in bp. The presence of two or more
covariations within a potential helix was accepted as a strong indica
tion for the existence of that particular helix [17]. The phylogenetic
analysis was aided by the use of X2s, an algonthm that identifies
compensatory base changes in a set of properiy aligned sequences
[40], in conjunction with mFoId, an RNA folding program based on
lowest free-energy estimâtes of heiix stabillty [41, 42]. Data from
previousiy characterized structures were integrated In the initiai
analysis, allowing optimization of the structure. Where no conserved
structure was possible, the RNA is either left single-stranded or is
drawn out as proposed by mFoid. Helices were numbered from 5'
to 3' in order of their occurrence and the numbering was increased
by one upon each passage of a multibranched loop, a pseudoknot
loop, or a single-stranded région that does not form a loop. Helical
segments separated only by intemal loops (bulges) are considered
to belong to the same helix. In the case of helices not belonging to
the core structure but spécifie to certain species (Figure 4), an
underscore and a number were appended to the number of the
preceding helix.
Site-Specific RNase H Cleavage Assay
The DNA fragment for In vitro transcription of TLC1 RNA with the
T7 MEGAscnpt transcription kit (Ambion) was obtained by PCR
amplification by using ollgonucleotidesTLC1T7F and TLC1R ffable
S3) and plasmid pADGEN36. RNase H cleavage was performed by
using DNAoligonucleotides compiementary to indicated régions of
the S. cerevisiae TLC1 RNA (Figure 5; Table S3). The RNA substrate
was heat denatured and renatured in cold folding buffer. The reac
tion mixture was incubated for 2 min on Ice and for 30 min at 30®C.
Prewarmed RNase H buffer, the spécifie probe, and 1.25 U of RNase
H (USB) were added and the reaction mix incubated for 10 min at
30^C. Cleavage reactions were terminated by freezing in dry ice
followed by heating to 90°C for 1 min. RNase H-treated TLC1 RNA
was directiy analyzed on a RNA 6000 Nano LabChip kit (Agilent
Technologies). Chips and samples were prepared according to the
manufactureras Instructions. Quantitative RNA détection by laser-
Induced fluorescence was usualiy documented by an electrophore-
gram, which then was converted and displayed as a gel-like image.
Supplemental Data
Suppléments] Data including detailed Expérimental Procédures and
three tables are available at http://www.current-biology.com/cgl/
content/fui 1/14/13/1148/DC1 /.
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Accession Numbers
The GenBank accession numbers for the S. cerevisiae (SKI),
S. paradoxus, S. cariocanus, S. mikatae, S. kudtiavzevil, S. bayanus,
and S. pastorianus TLC1 sequences reported in this paper are
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Yeast Species and Nuclelc Acids
The yeast strains used In this work are llsted In Table 82. Yeast
transfonnations were performed by using the LiAc/ssDNA/PEG
method as described in [81]. Haploid yeast strains were generated
by sporulation in 0.5% KOAc at 26°C, followed by tetrad dissection.
For ail haploid celi analyses, strains were derived from four tetrads
that showed the expected 2:2 ségrégation pattems. Genomic DNAs
for PCR amplifications of TLC1 loci from "sensu strico" species
were isolated by using a CsCI-method as described previousiy [82].
Genomic DMA for Southem blot analysis was Isolated by using a
glass-bead method [83]. RNA extractions were as descnbed pre-
viously [84]. PCR reactions were canied out on a Techgene thermal
cycler. Oligonucleotides used in this work are listed in Table 83.
PCR Amplification, Plasmid Construction, and 8equencing
For cloning of the TLC1 locl, Initial rounds of PCR amplifications
were performed with oligonucleotides designed to hybridize in the
vicinity of the TLC1 gene. The S. cerevisiae genes PDX3 and CSG2
flank the TLC1 gene, and homologs can be found in more distant
hemiascomycetous yeasts (Genolevures online Database: http-y/
cbl.labri.fr/Genolevures/Genolevures.php). Therefore, we reasoned
that such genes would be présent in ail species of the "sensu stncto"
complex, which are the yeast species most closely related to
S. cerevisiae. Moreover, chromosomal synteny between species of
this group is very high and we assumed it was maintained around
the TLC1 locus. Thus, based on highiy conserved sequences of
PDX3 and CSG2 genes, forward and reverse primers were designed.
PCR fragments were cloned, sequenced, and new primers, now
spécifie for each species, were subsequently designed as such to
amplify full-length candidate TLC1 homologs. The primer pairs used
In a final round of PCR can be found in Table 83. Each 25 ̂1 reaction
contained 10 mM Tris-Cl (pH 8.8). 25 mM KCI, 5 mM (NHOjSO*, 2.5
mM MgCl2, 0.2 mM each dNTP, 1.5-2.5 U Pwo polymerase (Roche),
20 pmol of each primer, and 50 ng of genomic DNA from the appro-
priate species. Amplification was carried out with one cycle at 94°C
for 2 min; 35 cycles at 94°C for 15 s, 50®C for 30 s, and 72®C for 2
min; and one final cycle at 72'C for 5 min. Reaction products were
digested by using unique restriction-enzyme sites added to each
primer, gel-purified with QIAquick gel extraction kits, and cloned
into pADCEN26. pADCEN26 is derived from pRS316, into which a
327-bp fragment containing the transcription terminator région of
the ADH1 gene was inserted [85, 86]. Candidate telomerase RNA
loci from S. cerevisiae (S288C), S. cerevisiae (SKI), S. paradoxus,
S. canocanus, S. mikatae, S. kudriavzevii, S. bayanus, and S. pastori-
anus were cloned into pADCEN26 to generate plasmids pADCEN36,
pADCEN35, pADCEN42, pADCEN43, pADCEN44 pADCEN45, pAD-
CEN46, and pADCEN49, respectively. For each locus, both strands
of inserts denved from two indépendant PCR reactions and clones
were sequenced. The methods used for the phylogenetic analyses
are described in the Supplemental Expérimental Procédures
[S7-S14].
Primer Extensions
Approximately 2 pmol of radiolabeled oligonucleotide primer com-
plementary to nucleotides 33-^49 or 52-68 relative to the previousiy
proposed 5'-end of the S. cerevisiae TLC1 RNA or to homologous
régions of the other Saccharomyces RNAs were anneaied to 5-15
p.g of total yeast RNA at 37°C and extended with avian myelo-
blastosis virus reverse transcriptase (Roche) at 42°C. Products were
analyzed by SD8-PAGE. The same primers were used to détermine
the positions of the primer extension stops by direct comparison
with dideoxynucleotide chain termination reactions on the appro-
priate genomic clone on the same gel. As a positive control for
reverse transcriptase activity, an in vitro-generated sense RNA start-
ing at position -122 in the S. cerevisiae TLC1 locus was used.
RNA Transcription, 8Ite-8peclfic OlIgonucleotide/RNase H
Cleavage, and Capillary Electrophoresis on a Chip
The DNA fragments for in vitro transcription of TLC1 RNA were
obtained by PCR amplification of plasmid pADCEN36 by using oligo
nucleotides TLC1T7F and TLC1R (Table 83). The fragment of the
expected size was gel punfied and then used to generate TLC1 RNA
with the T7 MEG/\script transcription kit (Ambion). The TLC1 RNA
transcript was phenol/chloroform extracted, isopropanol precipi-
tated, and resuspended in water at a final consentration of 6 pmol/
M-I (~2 m-Q/m-I)-
RNase H cleavage was performed by using DNA oligonucleotides
complementary to indicated régions of the S. cerevisiae TLC1 RNA
(Figure 5; Table 83). The TLC1 RNA substrate was heated to 90°C
for 1 min and 1.25 p.! (1.4 pmol, ~500 ng) of denatured RNA was
added to 1.25 fjil of cold folding buffer (100 mM Tris-Cl [pH 8.0], 20
mM MgClj, 20 mM NaCI, and 2 mM DTO. The reaction mixture was
incubated for 2 min on ice and for 30 min at 30°C. 2.5 p.1 of prewarmed
RNase H buffer (50 mM Tris-Cl [pH 8.0], 10 mM MgCI,, 10 mM NaCI,
and 1 mM DTT], 1.4 pmol of ollgo probe and 1.25 U of RNase H
(U8B) was added and the reaction mix incubated for 10 min at 30^C.
Cleavage reactions were terminated by freezing In dry ice followed
by heating to 90°C for 1 min. Three control reactions were routinely
Table SI. Pairwise Comparisons of the Telomerase RNA Sequences Derived from Saccharomyces "Sensu Stricto" Species
S288C SKI S. paradoxus S. cariocanus S. mikatae S. kudriavzevii S. bayanus S. pastorianus
S288C _ 0.977 0.783 0.777 0.702 0.656 0.590 0.589
SKI 18 - 0.78 0.772 0.699 0.649 0.589 0.586
S. paradoxus 187 187 - 0.945 0.748 0.682 0.628 0.586
S. caiiocanus 192 195 59 - 0.747 0.682 0.629 0.618
S. mikatae 276 280 236 239 - 0.703 0.632 0.618
S. kudriavzevii 321 326 301 303 312 - 0.653 0.644
S. bayanus 367 365 336 336 354 333 - 0.895
S. pastorianus 351 355 328 333 353 326 106 -
The upper right half of the table Indicates homology values for pairwise comparisons. H value = matches/(matches + mismatches + gaps/2
[818]. Matches, mismatches, and gaps are based on the primary sequence alignment of ail telomerase RNA sequences In Figure 1. The lower




Table 82. Yeast 8trains Used in This 8tudy
8pecies Désignation Relevant Genotype 8ource




Saccharomyces cerevisiae 8288C (BY) Mata ade2 his3 Ieu2 Iys2 D. Gottschling (8eattle, Washington) [819]
meti trp1 ura3
Saccharomyces cerevisiae 8K1 Mata/Mata E. Louis (Leicester, UK) [820, 821]
Saccharomyces paradoxus CBS 432 Mata/Mata E. Louis (Leicester, UK) [820, 821]
Saccharomyces cariocanus UFRJ 50791 Mata/Mata E. Louis (Leicester, UK) [820, 821]
Saccharomyces mikatae IFO 1815 Mata/Mata E. Louis (Leicester, UK) [820, 821]
Saccharomyces kudriavzevii IFO 1802 Mata/Mata E. Louis (Leicester, UK) [820, 821]
Saccharomyces bayanus CB8 7001 Mata/Mata E. Louis (Leicester, UK) [820, 821]
Saccharomyces pastorianus DBVPG 6560 Mata/Mata E. Louis (Leicester, UK) [820, 821]
performed for ail sériés of experiments: (1) omitting a DNA oligonu-
cleotide from the reaction, (2) using a DNA oligonucleotide targeting
a well-characterized helical région (reduoed accessibility; forexam-
ple proximal portion of stem lia, see text), and (3) using a DNA
oligonucleotide targeting the single-stranded template région (full
accessibility).
RNase H-treated TLC1 RNA was directty analyzed on a RNA 6000
Nano LabChIp kit (Agilent Technologies). Chips and samples were
prepared according to the manufactureras instructions. Briefly, the
gel matnx was prepared by adding 1 p.! of provided dye to 65 ̂1 of
gel and the gel/dye mixture was filtered. 9 ̂,1 of gel/dye mixture
were successively loaded into the priming well and Into the buffer
wells. 5 p.1 of RNA 6000 Nano marker was loaded in sample and
ladder wells followed by addition of 1 )jJ of denatured ladder and
1 tj.1 of the cleavage reaction mix (0.25 pmol ̂  100 ng RNA). îhe
chip was vortexed and placed in the Agilent 2100 Bioanaiyzer for
capiliary electrophoresis. Quantitative RNA détection by laser-
Induced fluorescence is usually documented by an electrophore-
gram, which then is converted and displayed as a geMike image.
Senescence Assays and Telomere-Length Analysis
DIplold strain GSHY76, in whIch one copy of the TLC1 and RAD52
genes was replaced by LEU2 and TRP1 genes, respectively [SI 5],
was transformed with plasmids containing candidate TLC1 homo-
logs (pADCEN36, pADCEN35, pADCEN42, pADGEN43, pADCEN44
pADCEN45, pADCEN46, pADCEN49) or an empty plasmid (pAD-
CEN26). After sporulation and tetrad dissection, single spores car-
rying a homolog-containing plasmid were restreaked on médium
lacking uracil to assay for rescue of senescence. Single colonies
from nonsenescing strains were picked after 100 générations and
streaked on 5-FOA (5-Fluoro-orotlc acid) médium to select for cells
that had lost the complementing plasmid [S16]. Such cells were
then successively restreaked to assay for senescence and confirm
plasmid-dependent survivai. In parallel, single colonies transformed
with candidate telomerase RNA genes were picked 20, 40, 60, 80,
and 100 générations after sporulation and grown for ~10 généra
tions in 5 ml of médium lacking uracil. Cells were harvested, genomlc
DNA isolated, and digested with Xhol. 1 ^g of the Xhol-digested
DNA was separated on a 1 % agarose gel and transfered to nylon
membrane (Amersham Hybond-N+) by capillanty. The appropriate
bands were visualized by hybridîzation at 42°C with a random-
primed telomeric probe.
Northem Blot Analysis
15 (ig of RNA derived from appropriate cultures were separated on a
4% acrylamide/8M urea gel and electroblotted to a nylon membrane
(Amersham Hybond-N+). Blots were UV irradiated, stained with
methylene blue to locate 18 and 25S rRNAs [S17], and then probed
with random prime-iabeled fragments that specifically detect the
appropriate TLC1 homolog.
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RH97'^ GATGGAAAACTCAAACG (hélix 1)
RHIIO'^ CCAAATTTGTGAGGCC (hélix 1)
RHISO'^ GCATGGAGTGCCTACC (hélix lia)
RH224'' CTGACACCAGCATACTC (hélix llb)
RH316^ TTAGGGTTTGGATnrC (hélix Ile)
Rmse' TAGGAGTGTTTAAG (hélix lld)
RHSBT'' GAAGGAATAACAGGA (hélix lld_1)
RH459'^ GTGTGTGGGTGTGGT (template)
RH557'' CAGTGTCAGAAA (hélix IVb)
RH589<' TGTAAGTTAAACTCG (hélix IVc)
RHeOS" TCTGTTTGCAAAT (helix IVc)
RH717'' AGTAGAATA (helix V)
RH740'' GGGAAAAATGTACTG (helix VO
RH761'' GTGGGATTTATTGT (helix VI)
RH765'' TTGTAGTGGGATT (helix VI)
RH867'' ACCTACTCGTA (helix 1)
RH897'' TGGTTAAGAAAGGACACG (helix 1)
RHOIS'' CGCAAAGGTAACCG (helix Vlla)
RH951'' CGTTGTTGATGTTGTGTC (helix Vlla)
RH980'^ AAAACCATCTTGAAAA (helix Vllb)
RHIOOO" TGATCATCAAAGTAGTTTTA (helix Vllb)
RH1059'' CGGTTGGTTCCGC (helix Vlld)
*PCR primer oligonucleotides. Underiined sequences are restriction sites which were added for subcloning. The corresponding restnction
enzyme Is indicated In parenthesis.
Primer extension oligonucleotides.
'^Oligonucleotides used for PCR product génération, which served as template for RNA transcription m vitro. T7 RNA polymerase promoter
Is underiined. Base in bold Is the first nucieotide incorporated into RNA during transcription.
'='RNase H oligonucleotide probes. Numbers indicate the positions of the first base on TL01 RNA according to the numbering system defined
In Figures 1 and 3. The targeted structure is indicated In parenthesis. Oligonucleotides for RNase H probing were HPLC punfied or gel purified.
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